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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo avaliar
ao longo do tempo o papel da fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) por organismos associados a
leguminosas arbdreas nativas semeadas diretamente no
campo na dindmica do N em uma 4rea sob restauracio
florestal. Para isso, foi usado o método da abundancia
natural do nitrogénio (8'°N) e carbono (8"°C) e suas
respectivas concentragdes. As caracteristicas do solo
estudado, indicando uma baixa disponibilidade de N,
juntamente com as diferencas no 8N encontradas
entre a leguminosa ndo-fixadora de N (espécie
referéncia) e as leguminosas potencialmente fixadoras
de N, sugerem que aos quatro anos apds a germinacao,
uma das principais fontes de N para as espécies de
leguminosas arboreas estudadas é a FBN.
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8"N, 8"C, Nitrogénio)

Introducao

O agronegécio é um dos responsdveis pelo
acentuado desenvolvimento econdmico do Estado de
Sao Paulo, devido principalmente a cultura da cana-de-
actucar [1]. Nos dltimos quinze anos € o Estado onde a
expansdo da cultura canavieira ocorreu através da
substituicdo de pastagens pela cana, cobrindo
aproximadamente 14% da drea do estado [2]. Tendo
em vista a crescente demanda por fontes renovdveis de
energia, a perspectiva futura é de uma difusdo ainda
maior da lavoura canavieira por parte dos produtores
rurais, sendo o etanol um dos principais e mais
promissores biocombustiveis; pois seu balanco
energético ¢é geralmente positivo, ou seja, o
crescimento da cana de acucar absorve mais carbono
do que é emitido quando o etanol é queimado como
combustivel [3]. Adicionalmente, seu preco da
producdo ¢ relativamente baixo [4]. Devido a esse

atrativo econdmico promissor, os remanescentes de
florestas nas regides proprias ao cultivo vém sendo
suprimidos para dar lugar a expansdo agricola [5].
Atualmente, restam apenas 25% (500 kmz) das matas
ciliares remanescentes nas sete principais bacias
hidrograficas do Estado de Sdo Paulo. Os outros 75%
(4500 kmz) foram convertidas em cana e pastagem [6].

No Estado de Sdo Paulo, estas areas constituem o
principal alvo das agdes de restauracio de florestas, por
assumirem um papel fundamental em vdrios aspectos
ecoldgicos da paisagem [6].

Nos ecossistemas terrestres, onde foi removida a
cobertura florestal e com ela rompida a manutencéo dos
nutrientes entre a serapilheira e o componente vegetal
vivo, o nitrogénio é considerado o elemento mais
limitante para o desenvolvimento das plantas [7]. A
disponibilidade de N pode atuar como um mecanismo
importante no controle da taxa, direcdo e substituicido
de espécies que regulam a sucessdo. Em dreas
degradadas, onde a disponibilidade é normalmente
baixa, as leguminosas arbdreas mostram-se como uma
fonte primdria de nitrogénio capaz de permitir a re-
colonizacao vegetal e o aumento da biodiversidade [8].

Recentemente a semeadura direta de espécies
arbéreas no campo vem sendo avaliada como uma
técnica alternativa para restauracdo de ecossistemas
florestais nos trépicos [9]. Utilizando-se sementes de
leguminosas arbéreas (Fabaceae), pode-se aliar esta
técnica ao cardter pioneiro de diversos géneros,
aproveitando ainda a diversidade desta familia nos
trépicos e o potencial de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) que muitas espécies apresentam em
associagdo com microorganismos [10]. Esta simbiose
constitui uma alternativa ecoldgica e econdmica aos
fertilizantes nitrogenados; pois, além de dispensar o uso
desses adubos, a maioria do N fixado biologicamente é
aproveitado pela planta, tornando-se uma importante
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ferramenta de recuperacdio de ecossistemas degradados
[11].

A abundincia natural de isétopos estdveis de
nitrogénio (8'°N) pode fornecer medidas integradas
sobre sua dindmica ao longo do tempo [12]. Em termos
de fixacdo bioldgica, a conversdo de N, em formas
inorganicas de nitrogénio discrimina pouco contra o
N. Consegiientemente, a assinatura isotopica das
leguminosas, quando estdo fixando N da atmosfera,
tende a ser aproximadamente de 0-2%o [12]. Por outro
lado, espécies ndo-fixadoras de N mostram uma grande
varia¢@o na sua razdo isotdpica dependendo da taxa de
mineralizacio de N do solo [13]. Dessa forma,
variagdes regulares da razdo isotépica de N (°N/"N)
podem proporcionar informacgdes uteis a respeito das
fontes de N utilizadas pelas plantas, bem como de
aspectos relacionados ao fluxo de N nos ecossistemas.

O diagndstico da fixacdo de nitrogénio pelas
arvores ¢ um ponto fundamental para o estudo dessas
espécies, tanto para o entendimento de seu papel
ecoldgico no ciclo global do N, como para um manejo
sustentavel apropriado [5].

Neste trabalho avaliamos, através da abundéncia
natural de ISN, se leguminosas arbdreas nativas
semeadas diretamente no campo em associagdo com
microorganismos simbidnticos estavam efetivamente
fixando nitrogénio do ar quatro anos apds sua
semeadura no campo.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido na Fazenda Mata
Chica, municipio de Morro Agudo, Estado de Sdo
Paulo (20°40°32>° S; 48°04°23 W) em solo
classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico
[14]. O local, originalmente ocupado por mata ciliar
sob dominio do contato Savana Florestada (Cerraddo) /
Floresta Estacional [15], foi explorado pela lavoura
canavieira em um passado recente, sendo
posteriormente abandonado em respeito a legislacdo
referente as dreas de preservacdo permanente. Neste
local foram plantadas as seguintes espécies de
leguminosas arbdreas pertencentes a familia Fabaceae,
potencialmente fixadoras de N: Enterolobium
contortisiliquum (Vell.) Morong, Mimosa bimucronata
(DC.) O. Kuntze, (Mimosoideae); Erythrina speciosa
Andrews, Ormosia arborea (Vell.) Harms, Poecilanthe
parviflora Benth (Papilionoideae); e uma leguminosa
nio-fixadora de N, Acacia polyphylla DC
(Mimosoideae), considerada como espécie referéncia.
Na d4rea experimental foi plantado para todas as
espécies 0 mesmo nimero de sementes ndo inoculadas
(plantas testemunhas) assim como sementes inoculadas
com rizébio.

As coletas de material foliar foram realizadas aos
sete meses (2005), e aos quatro anos apds a semeadura
no campo (2009), secas em estufa a 60°C durante 48
horas e trituradas a fino p6. Foram coletadas amostras
superficiais de solo (0-5cm) oriundas da drea
experimental durante as mesmas épocas. As amostras
foram secas ao ar e destorroadas em peneira de 2 mm,

sendo sub-amostras obtidas através do quarteador de
Jones, e subsequentemente moidas. Foram pesadas de
1 a 2 mg de material foliar e de 25 a 50 mg de solo em
capsulas de estanho para posterior determinagdo da
razio isotépica (8'"°N, 8'"°C), concentracio elementar de
N e C e arazdo C:N através do analisador elementar de
combustio (EA - Carlo Erba) em linha com
espectrdmetro de massas (Delta Plus, Finnigan Mat,
San José, CA, USA). A abundéncia natural do °N e "*C
foi expressa como desvio por mil (%o) de um padrdo
internacionalmente reconhecido, através da equagfo:
= (R amostra/ R padrio— 1) X 1000, onde R € a razio molar
BN/M“N ou *C/"*C na amostra e no padrio. O padrio
usado para o C foi o Peedee Belemnite (PDB),
enquanto o padrdo para o N foi o ar atmosférico. A
atropina foi utilizada como referéncia para o material
foliar e LECO foi usado para o solo. O erro analitico
aceitdvel para C, N, 8°C e 8"N foi de 0,3%, 0,1%,
0,3%0 e 0,5%o, respectivamente.

As concentracdes de N-NH," e N-NO;” da camada
superficial do solo (0-5 cm) realizado aos quatro anos
ap6s a semeadura, foram determinadas usando um
sistema automatico de injecdo de fluxo continuo (FIA -
Flow Injection Analysis) [16].

Como os dados do material foliar ndo seguiram uma
distribuicdo normal foram aplicados os testes ndo-
paramétricos de Mann-Whitney. Os dados de solo
seguiram uma distribui¢do normal e foram aplicados os
testes paramétricos ANOVA seguida pelo teste post
hoc de Unequal N HSD. As andlises estatisticas foram
feitas usando o pacote estatistico STATISTICA versdo
6.1 para Windows [17]. Diferencas a 5% de
probabilidade foram tidas como significantes.

Resultados
1. Caracterizagdo do solo

O solo teve um pH (CaCl,) ligeiramente dcido, em
torno de 4,8; teor de carbono de 28 g dm'3; P 12 mg
dm™; e CTC de 88 (mmolc dm™) e valor V de 65%. A
composicio isotopica do C e N assim como o N-total e
a razdo C:N da camada superficial do solo (0-5 cm) da
area de estudo estdo apresentadas na Tabela 1.

Os valores médios de N-NH," e N-NO5™ no solo (0-5
cm) foram 3,4+1,6 pg g”' (média + DP), e 1,240,5 pg g
! respectivamente.

2. Composigdo isotdpica e concentragdo de N foliar
2.1 Sete meses apds a germinagdo

O 3"N foliar médio das leguminosas fixadoras
semeadas foi de 2,6+1,3%o (média + DP), enquanto que
a leguminosa referéncia Acacia polyphylla se mostrou
cerca de 4,0%0 mais enriquecida em "N (Figura 1).
Houve grande variacio no 3"°N entre as espécies no
infcio do experimento. E. speciosa e O. arborea
apresentaram os menores valores de 8N, indicando
maior propor¢do do N, fixado da atmosfera na
constituicdo de seus tecidos foliares (Figura 1). P.
parviflora, M. bimucronata e E. contortisiliquum
apresentaram valores intermedidrios de &N, com



grande variacdo entre os individuos amostrados. A
concentracdo de N nos tecidos foliares variou entre
1,5% e 4,6%. A menor razdo C:N foi observada em E.
contortisiliquum e E. speciosa, seguida por M.
bimucronata. Em nenhum dos pardmetros avaliados o
tratamento utilizado (inocula¢do com riz6bio) mostrou
diferenca significativa.

2.2 Quatro anos apds a germinagdo

Em geral, as espécies potencialmente fixadoras de
N, atmosférico apresentaram valores médios de 8"°N
proximos a faixa indicativa de FBN (0,1£1,2%0). A
espécie referéncia A. polyphylla apresentou média de
5,4+2,6%0 (Figura 1). O valor minimo e méaximo foi
representado pela E. speciosa (-1,0%0) e E.
contortisiliquum (3,7%0) respectivamente. A
concentracdo de N nos tecidos foliares variou de 1,8%
(P. parviflora) a 4,8% (E. speciosa), enquanto a razao
C:N apresentou uma grande variagdo de 8,9 (E.
speciosa) a 25,4 (P. parviflora).

Nao foi observada em nenhum dos parametros
analisados diferenga significativa entre os individuos
inoculados e ndo inoculados com rizébio, para uma
mesma espécie de leguminosa.

Comparando os diferentes pardmetros analisados
nas diferentes épocas de coleta (sete meses e quatro
anos apds a germinagdo) ndo foram observadas
diferencas significativas no 8N entre a espécie
referéncia A. polyphylla, mas foi significativamente
maior comparado as outras espécies estudadas (P<0,05)
(Figura 1). Em relacdo ao 8"3C, observa-se uma
tendéncia dos valores se tornarem mais leves aos quatro
anos de idade em comparagdo com os resultados
obtidos aos sete meses (P<0,05). Apenas M.
bimucronata e P. parviflora ndo apresentaram
diferencas significativas no 8"C foliar entre os dois
periodos (Figura 1).

Discussao

A resposta da fotossintese e respiracdo em relacdo a
precipitagdo ou disponibilidade de dgua é refletida na
composicdo isotdépica do C da vegetacdo [18]. Apds
quatro anos de germinacdo, a maioria das espécies
apresentaram 8'°C menor comparado aos sete meses de
idade, sugerindo uma mudanca no microclima da drea
sob restauragdo. Isto é refletido na adaptacdo das
espécies a um ambiente de maior estabilidade
microclimatica, levando a uma maior discriminacao
contra 13C, devido a forte relacdo entre a condutincia
estomdtica e a capacidade fotossintética como
encontrado em um fragmento de cerrado préximo a
area de estudo [19].

J4 as andlises de abundancia natural de "N podem
proporcionar informacdes tteis a respeito das fontes de
N utilizadas pelas plantas e transformag¢des do N nos
ecossistemas [12, 20], uma vez que as variagdes do
8N sio refletidas no fracionamento isotépico do N
com um enriquecimento isotépico do substrato em
relacdo ao produto [12].

O 8"N foliar depende da fonte de N assimilado
pelas plantas, da profundidade do solo de onde o N é
adquirido, da forma do N utilizado e da influéncia das
associacdes com micorrizas e do fracionamento durante
e apés a absor¢do de N pelas plantas [21].
Normalmente o N do solo é enriquecido em "°N como
resultado de fracionamento durante o0s processos
microbiolégicos como a mineralizacdo da matéria
organica e denitrificagdo [12].

0 "N do solo foi similar ao da planta referéncia
(A. polyphylla) nos dois periodos estudados (Tabela 1 e
Figura 1), enquanto que as leguminosas potencialmente
fixadoras de N apresentaram aos quatro anos de idade
valores de 3'°N préximos 2 faixa indicativa de FBN (0-
2%o0) [12] sugerindo que estes individuos em associa¢do
com microorganismos, estejam fixando N, da
atmosfera.

Devido ao preparo do solo e os cuidados
necessdrios ao provimento de melhores condi¢des ao
estabelecimento das plantas semeadas diretamente no
campo, a fase inicial de recuperagdo do ambiente
florestal teve caracteristicas andlogas a implantacdo de
culturas agricolas, por exemplo. A perturbacdo
mecanica do solo e o revolvimento de suas camadas
superficiais provocado pelas mdaquinas estimulam a
mineraliza¢do do N orgéanico do solo e, na auséncia de
fertilizantes sintéticos, constituem a principal fonte de
N para o crescimento vegetal [22]. Com isso, niveis
elevados de FBN na fase inicial do experimento seriam
pouco provaveis, principalmente em solos como o da
drea em estudo — onde antes do plantio apresentava
densa camada orginica superficial — para se
sobressairem em estdgios intermedidrios da sucessdo
vegetal. Ap6s quatro anos, as concentracdes de N
inorganico encontradas no solo, indicam uma alta razdo
amodnio/nitrato, mas uma baixa disponibilidade de N
para as plantas, como encontrado para outras dreas de
cerrado [23].

As caracteristicas do solo, indicando uma baixa
disponibilidade de N juntamente com as diferengas no
8N encontradas entre a planta referéncia e as
potencialmente fixadoras de N, sugerem que aos quatro
anos apds a germinacgdo, uma das principais fontes de N
para as espécies de leguminosas arboéreas estudadas é a
FBN.

Conclusoes

As leguminosas arbdreas nativas se mostraram
como uma boa alternativa para revegetacdo de dreas
degradadas ja que efetivamente fixam N da atmosfera
aumentando o aporte deste nutriente. Resta destacar
que fixando ou ndo N, atmosférico, as leguminosas
possuem um papel chave no sistema. O estilo de vida
com alto requerimento de N das leguminosas leva a
uma baixa razdo C:N foliar, indicando uma alta
qualidade do material vegetal produzido [8, 24]. Dessa
forma, possuem um papel importante ndo s6 na
redistribuicdo de N, como também de outros nutrientes
que, assim como o N, serdo mineralizados e tornar-se-
o disponiveis novamente para a comunidade vegetal.
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Tabela 1. Composi¢do isotdpica de C e N e a razdo C:N do solo da drea de estudo (0-5 cm de profundidade), analisados em
diferentes épocas (sete meses e quatro anos apds a germinagdo), tendo o fragmento florestal Mata Chica préximo ao experimento
como solo referéncia (nimero a direita do simbolo (+) referente ao desvio em relagdo a média e letras iguais ndo diferem entre si na
mesma linha pelo teste de Unequal N HSD a 5%).

Parametros Sete meses Quatro anos Fragmento Florestal
8N (%) 74 +04a 7,9 £0,3b 54+0,8¢c
N (g kg™ 1,6 £0,1a 1,4£0,1a 2,6 +0,6b
8C (%o) -18,5+0,5a -19,8 +0,9b 23,7+ 0,9¢
C:N 13,6 +0,3a 15,2 +0,3b 13,4 +2,1a

SISN foliar (0/00)

8 13C foliar (0/00)
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Acacia Enterolobium Erythrina Mimosa Ormosia Poecilanthe
polyphylla  contortisiliquum  speciosa bimucronata arborea parviflora
(referéncia)
Espécies

Figura 1. Valores médios de 8N e 8"C (%) (média + 1 desvio padrdo) nos tecidos foliares de leguminosas arbéreas,
aos sete meses e quatro anos apds a semeadura direta no campo em Morro Agudo, SP (* valores médios diferem
estatisticamente entre si em relagdo aos dois periodos de coleta pelo teste de Mann-Whitney a 5%).



