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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi analisar o desenvolvimento de mudas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
inoculadas com fungos micorrizicos e diferentes doses de biochar de lodo de esgoto em viveiro. O
experimento foi realizado em viveiro florestal, em delineamento inteiramente casualizado. Estudou-se as
diferencas estatisticas entre dosagens crescentes de biochar de lodo de esgoto e de fungos micorrizicos.
Foram determinados os parametros de crescimento e ecofisiolégicos aos trés meses das mudas de A.
colubrina, e os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade.
A dosagem com 10% de biochar de lodo de esgoto sem fungos micorrizicos foi a melhor formulacéo para a
producgédo de mudas de Anadenanthera colubrina. O uso de maiores dosagens de biochar de lodo de esgoto
aumentou o teor de P no substrato, o que inibiu a atuagdo dos fungos micorrizicos em favorecer as mudas
de Anadenanthera colubrina ter um melhor desenvolvimento dos parametros morfol6gicos e ecofisioldgicos.
A inoculacdo de fungos micorrizicos em mudas de Anadenanthera colubrina com maiores dosagens de
biochar de lodo de esgoto, o alto teor de P pode fazer com que os fungos micorrizicos tenham papel de
parasitas ao invés de mutualistas, absorvendo carbono da planta, mas ndo compensando a mesma,
prejudicando o desenvolvimento das mudas e desempenho ecofisiolégico.

PALAVRAS-CHAVE: Ecofisiologia. Restauragéo florestal. Residuos sanitarios. Simbiose micorrizica.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the development of Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
seedlings, inoculated with mycorrhizal fungi and sewage sludge biochar in a nursery. The experiment was
carried out in a forest nursery, in a completely randomized design. Statistical differences between increasing
dosages of sewage sludge biochar and mycorrhizal fungi were studied. The three-month growth and
ecophysiological parameters of A. colubrina seedlings were determined, and the results were subjected to
analysis of variance and Tukey's test at 5% probability. The dosage with 10% sewage sludge biochar without
mycorrhizal fungi was the best formulation for the production of Anadenanthera colubrina seedlings. The
use of higher dosages of sewage sludge biochar increased the P content in the substrate, which inhibited
the action of mycorrhizal fungi in favor of Anadenanthera colubrina seedlings having a better development
of morphological and ecophysiological parameters. The inoculation of mycorrhizal fungi in Anadenanthera
colubrina seedlings with higher dosages of sewage sludge biochar, the high P content can cause mycorrhizal
fungi to play a parasitic role instead of mutualistic, absorbing carbon from the plant, but not compensating
it, impairing the development of the seedlings and ecophysiological performance.
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INTRODUCAO

Ecossistemas como Caatinga e Mata Atlantica tém sido desmatados
constantemente nos ultimos quatro anos (MAPBIOMAS 2022). A restauracao de areas
degradadas € o método que auxilia no retorno a homeostase dos ecossistemas e
consequentemente € uma estratégia de mitigacdo das mudancgas climéticas (ZHANG
et al. 2021). Estamos na década da restauracdo, a qual, em consenso com 0S
Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) tem como intuito restaurar areas
degradadas e vulneraveis até 2030 (ONU 2023). Diversas técnicas podem ser
utilizadas na restauracdo de ambientes degradados, a exemplo de plantio de mudas,
regeneracao natural, banco de sementes, semeadura direta, entre outros (SOARES
2010). O plantio de mudas é uma das técnicas mais utilizadas, porém apesar da
eficacia, € um método relativamente caro, mas, existem formas que auxiliem no
barateamento.

O melhor custo beneficio futuro para producdo de mudas é utilizar espécies
pioneiras, nativas e de rapido crescimento quando se pretende formar um dossel o
mais rapido possivel (PINA-RODRIGUES et al. 1997). Além disso, utilizar substratos
alternativos pode contribuir com o barateamento da producdo (SANTOS et al. 2021,
CANTARELLI et al. 2021, PRISA & CARO 2023). Assim, o biochar ou, também
conhecido como biocarvdo, proporciona retencdo de agua e maior quantidade de
nutrientes, sendo assim utilizado na correcdo do solo, como substrato alternativo,
entre outros (1Bl 2009). Os beneficios em larga escala da utilizagéo do biochar séo a
reducdo da intensificacdo do efeito estufa e reducéo da emisséo de carbono (XU et
al. 2016). Para as mudas, os beneficios do biochar estdo relacionados ao melhor
enraizamento e nutricdo das plantas, ja que ele consegue proporcionar aeracao,
umidade e nutrientes provendo maior crescimento a planta (REZENDE et al. 2016,
BATISTA 2016).

Segundo dados do Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento (SNIS
2022), aproximadamente 100 milhdes de pessoas no Brasil ainda possuem esgoto a
céu aberto, sem a possibilidade de reutilizacdo. Com a obrigatoriedade do
recolhimento de esgotos, as estacdes de tratamento (ETE) produzirdo maior
guantidade de lodo de esgoto, aumentando a necessidade de tratamento e descarte
adequado. O aproveitamento do lodo de esgoto na agricultura € uma estratégia
positiva pois o residuo € rico em matéria organica e nutrientes como P e K.

Ainda, para melhor desenvolvimento das mudas, caso a espécie possua
associacdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) € importante implementa-lo,
visto que eles tém a funcdo de simbiose com a planta auxiliando na disponibilidade de
nutrientes, assim a espécie consegue maior desenvolvimento radicular favorecendo a
sobrevivéncia durante a producdo das mudas e em campo, contribuindo ainda com
composicao do solo e fixacdo de carbono (FERNANDES et al. 2023, BRAGHIROLLI
et al. 2012).

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan pertence a familia Fabacecae e é
conhecida popularmente como angico, € uma espécie pioneira e nativa do Brasil.
Ocorrendo nos ecossistemas Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado (JBRJ 2023). O
angico apresenta rapida germinacdo e desenvolvimento, por isso normalmente é
utilizado para restauracdo de ambientes degradados (MAGALHAES et al. 2021,
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RODRIGUES et al. 2007). Essa espécie € importante também devido ao seu potencial
farmacoldgico e madeireiro para construcao civil (DELICES et al. 2022, CARLOS et
al. 2021). Neste contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o desenvolvimento de
mudas de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, inoculadas com fungos
micorrizicos em diferentes doses de biochar de lodo de esgoto em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em viveiro florestal no Campus Rural da
Universidade Federal de Sergipe, em Sao Cristévao, SE de dezembro a maio de 2023
(Figura 1). Foram produzidas mudas de Anadenanthera colubrina, em sacos de
polietileno preto de 500 cm3. Os recipientes foram colocados em bancadas de madeira
a 1,20 m de altura, com sombreamento de 50% e irrigacéo diaria, por microaspersao
com taxa diaria de aplicacdo de 25 minutos, ajustada conforme as condicbes
microclimaticas.
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Figural. Mapa de localizagdo da Universidade Federal de Sergipe (Campus Rural), Sdo Cristévao,
Sergipe, Brasil.

Figure 1. Location map of the Federal University of Sergipe (Rural Campus), Sao Cristévao, Sergipe,
Brazil.

As sementes de A. colubrina (angico) foram semeadas em substrato preparado
para as mudas, cinco sementes em saquinhos de polietileno, em seguida foi realizado
o desbaste restando apenas uma plantula em cada saquinho, as mudas foram
mantidas trés meses em estufa para as avaliacdes. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. Os fungos micorrizicos arbusculares utilizados foram
Gigaspora margarita Becker & Hall (CNPAB 001) e Glomus clarum Nicol. & Gerd.
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(CNPAB 005). No delineamento, foi realizada a presenca ou auséncia de fungos nas
porcentagens 10, 20 e 30% de biochar de lodo de esgoto (Tabela 1). Cada tratamento
teve 10 repeticdes totalizando 70 mudas. Cada saquinho continha uma proporcao de
3:1 de areia lavada e areia grossa com as porcentagens do substrato de fonte organica
(Biochar).

Tabela 1. Tratamentos com as diferentes doses de biochar e presenca ou auséncia de fungos
micorrizicos.
Table 1. Treatments with different doses of biochar and presence or absence of mycorrhizal fungi.

Tratamentos
Tratamento Dosagem de Biochar Inoculacdo de Fungos micorrizicos
10%F 10% BCLE Com fungos micorrizicos
20%F 20% BCLE Com fungos micorrizicos
30%F 30% BCLE Com fungos micorrizicos
10% 10% BCLE Sem fungos micorrizicos
20% 20% BCLE Sem fungos micorrizicos
30% 30% BCLE Sem fungos micorrizicos
0% 0% Sem fungos micorrizicos

BCLE- biochar de lodo de esgoto.

Foram avaliadas também as seguintes propriedades quimicas do solo dos
substratos: pH da agua na proporcao de 1:2,5; fésforo e potassio foram extraidos com
solucdo de Mehlich? (HCI 0,05 mol L, H2SO4 0,0125 mol L1); célcio, magnésio e
aluminio por extrator KCI'* mol L'! e determinacéo volumétrica de AI* com solugéo
diluida de NaOH (0,025 mol L1). A determinacdo do teor de carbono orgéanico total
(Corg) foi determinada segundo o método de Walkley Black (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise quimica dos substratos utilizados.
Table 2. Chemical analysis of the substrates used.

Tratamentos pH H,O Ca%+ Mg?*  Ca?** Al3* Na K P N Corg CIN

—————————————— cmolc dm-3 mg dm=3------  g/Kg %
0% 6,25 0,23 0,09 0,08 24 27 14 017 08 47,0
10% 7,63 3,23 2,36 0,08 144 66,1 418 0,19 0,16 84
20% 7,49 5,15 3,72 0,08 276 123 626 0,19 062 3.2
30% 7,45 6,71 4,77 0,08 475 189 750 0,19 185 97,3

O biochar utilizado nessa pesquisa foi obtido por meio da pirélise lenta, onde o
substrato lodo de esgoto foi colocado em altas temperaturas em um reator artesanal
com média de 500-600 °C durante trés horas, alcangcando assim um biocarvao solido
para ser utilizado como substrato (ELKHALIFA et al. 2019). A preparacéo do biochar
realizou-se no viveiro da Universidade Federal de Sergipe (UFS), campus Séao
Cristovao, SE.

Os tratamentos foram avaliados durante trés meses em casa de vegetacao. As
avaliagbes dos parametros de desenvolvimento das mudas foram ao final do
experimento, nas quais avaliou-se: altura (com o auxilio de uma trena foi medido do
final do caule até a ultima folha), diametro do caule ao nivel do solo (DNS) (com o
auxilio de um paguimetro) e a contabilizacdo do numero de folhas.
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A fluorescéncia transitoria da clorofila foi analisada em folhas totalmente
expandidas previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos, com auxilio de um
fluorimetro ndo modulado (OS-30P; OptiSciences Inc., Hudson, EUA). Foram
adquiridos os estados transitorios da clorofila sob iluminacdo maxima de 3.000 umol
(fétons) m=2 s™* por uma luz actinica (=660 nm) por 1 segundo; a qual foi aplicada
homogeneamente a folha (DINIS et al. 2016).

A cinética de fluorescéncia rapida, que é a passagem da fluorescéncia inicial
(FO) para a fluorescéncia maxima (Fm), foi medida pelas emissdes descritas na curva
OJIP, em que O= FO (50us), J (2ms), | (30ms) e P= Fm (maxima intensidade de
fluorescéncia); o tempo para a emissdo maxima de fluorescéncia e a area acima da
curva OJIP também foi avaliada (CHEN et al. 2016, STIRBET et al. 2018, STRASSER
et al. 2010). As medidas foram realizadas em trés mudas de cada tratamento em casa
de vegetacao.

Os dados de altura, diametro do caule ao nivel do solo, nimero de folhas e
dados de fluorescéncia foram submetidos a uma analise de variancia e as diferencas
significativas foram comparadas com teste de Tukey ao nivel de significAncia de 5%,
a andlise foi realizada no programa R (R CORE TEAM 2023).

Os dados de fluorescéncia, altura, didmetro e numero de folhas foram
submetidos a andlise estatistica de duas formas. Primeiro as andlises foram
realizadas entre todos os tratamentos. Depois foi realizada uma analise estatistica
comparando na mesma dosagem as mudas com fungos micorrizicos e sem.

RESULTADOS

Em relacdo as mudas produzidas com lodo de esgoto, houve efeitos
significativos em relacéo a interacdo entre as diferentes doses de lodo de esgoto e o0s
fungos micorrizicos em todos os parametros testados (Tabela 3).

Tabela 3. Dados de altura, DNS e numero de folhas do substrato biochar de lodo de esgoto em casa
de vegetacéo. *Conc: Concentracao.

Table 3. Height, DNS and leaf number data of sewage sludge biochar substrate in greenhouse. *Conc:
Concentration.

Lodo Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Altura

Conc 3 61.0 20.32 1.725 0.1726
Fungo 1 49.7 49.72 4.219 0.0447
Conc:fungo 2 82.1 41.05 3.483 0.0376
Residuals 55 648.2 11.79

DNS

Concentragdo 3 0.278 0.0927 0.651 0.5855
Fungo 1 0.118 0.1184 0.832 0.3656
Conc:fungo 2 0.955 0.4776 3.357 0.0421
Residuals 55 7.825 0.1423

N° de Folhas

Conc 3 21.0 7.01 1.140 0.34093
Fungo 1 13.0 13.00 2.114 0.15168
Conc:fungo 2 124.6 62.29 10.126 0.00018
Residuals 55 338.3 6.15
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Ao comparar o substrato biochar de lodo de esgoto em relacao as diferentes
doses e presenca e auséncia de fungos ndo houveram diferencas significativas na
gualidade das mudas de Anadenanthera colubrina, exceto no tratamento com 10% de
biochar com FMA, o qual reduziu significativamente o numero de folhas e a altura e
20% de biochar com FMA que também reduziu a altura (Figura 2).
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Figura 2. Grafico correspondente a altura, DNS e niimero de folhas do substrato biochar de lodo de
esgoto em casa de vegetacao.

Figure 2. Graph corresponding to the height, DNS and number of leaves of the sewage sludge biochar
substrate in a greenhouse.

Observa-se que o aumento na dosagem de biochar ndo promoveu um aumento
nos parametros do teste OJIP nas mudas. No entanto quando se utiliza o biochar com
a inoculacado de fungos micorrizicos os parametros do teste OJIP foram influenciados
(p =0,05) (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Parametros de OJIP da espécie Anadenanthera colubrina em casa de vegetagdo, com as
diferentes doses de biochar e presenca ou auséncia de fungos micorrizicos.

Table 4. OJIP parameters of the species Anadenanthera colubrina in a greenhouse, with different doses
of biochar and presence or absence of mycorrhizal fungi.

Parametros 0% 10% 20% 30% 10%F 20%F 30%F
TRO/ABS 77,56a 72,70ab 58,90b 72,63ab 54,73ab 58,90b 70,25ab
ETO/ABS 51,51a 47,33ab 382b 44,88ab  34,59b 35,87a 42,17ab
ETO/RC 7,27ab 8,05a 8,15a 8,06a 11,09a 8,10b 6,82b
TRO/RC 10,99ab 12,45a 12,72a  13,16a 17,87a 13,41b  11,37b

DIO/RC 31,84bc 52,93b 87,65a 51,08b 170,78a 98,75b  53,46b
ABS/CSO 18,80bc 25,90ab 40,50a  29,63ab  49,30a  40,67b  27,43c
TRO/CSO 14,590 18,31ab 24,04ab  21,48a 24,71a 23,18a 18,61b
ETO/CSO 9,70bc 11,85ab 15,41a 13,25ab 15,27a  13,92b  11,13b
REO/CSO 42,27bc 66,11ab 104,57a 74,98ab 105,88a 83,85b  66,85b

* Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha nédo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.
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Os resultados mostram que os tratamentos 10%F, 20%F e 30%F foram
superiores a 0% em relacdo aos parametros ETO/RC, TRO/RC, DIO/RC, ABS/CSO,
TRO/CSO, ETO/CSO e REO/CSO (Tabelas 4 e 5). Destacando que o tratamento
10%F foi superior aos demais tratamentos com biochar de lodo de esgoto e inoculados
com fungos micorrizicos e a 0% de biochar de lodo de esgoto.

Tabela 5. Pardmetros de OJIP e suas respectivas defini¢cdes.
Table 5. OJIP parameters and their respective definitions.

Parametros Definicao

TRO/ABS Rendimento quantico maximo da fotoquimica primaria do PSII.

ETO/ABS Rendimento quantico do transporte de elétrons de QA para PQ.

ETO/RC Fluxo ou transporte de elétrons (ET) transferidos de QA- para PQ pela
atividade dos centros de reacao PSII.

TRO/RC O fluxo méaximo de elétrons excitados aprisionados pelos centros de reacéo
ativos no PSII.

DIO/RC Fluxo de energia dissipada em outros processos ndo fotoquimicos pelos
centros de reacgédo ativos no PSII.

ABS/CS0 Fluxo de fétons absorvidos (ABS) por secéo transversal excitada de PSII (CS)
da fluorescéncia inicial.

TRO/CSO Fluxo méximo de elétrons energizados aprisionados pela secdo transversal do
PSII na fluorescéncia inicial;

ETO/CSO Fluxo de elétrons de QA- para PQ pela secéo transversal de PSIl na
fluorescéncia inicial.

REO/CSO Fluxo de transporte de elétrons para aceitadores PSI por secao transversal.

ABS/CSO0 Fluxo de fétons absorvidos (ABS) por se¢éo transversal excitada de PSII (CS)
da fluorescéncia inicial.

ETO/CSO Fluxo de elétrons de QA- para PQ pela secao transversal de PSII na

fluorescéncia inicial.

A avaliacdo do teste OJIP comparando a mesma dosagem de biochar com ou
sem fungos micorrizicos demonstrou que somente na dosagem de 10% houve
influéncia significativa da inoculagao (p <0,05). Com exceg¢ao do parametro REO/CSO
gue apresentou diferencas significativas, onde o tratamento 20% foi superior a 20%F
(Tabelas 4 e 5). O teste OJIP mostrou que a inoculacdo de fungos micorrizicos na
dosagem de 10% de biochar de lodo de esgoto promoveu o0 aumento dos parametros
ETO/RC, TRO/RC, ABS/CSO, TRO/CSO, ETO/CSO, REO/CSO e DIO/RC em relacédo
ao tratamento somente com 10% de biochar de lodo de esgoto (Tabelas 5 e 6).

Tabela 6. Parametros de OJIP da espécie Anadenanthera colubrina em casa de vegetacéo, com doses
de biochar e presenga ou auséncia de fungos micorrizicos.

Table 6. OJIP parameters of the species Anadenanthera colubrina in a greenhouse, with doses of
biochar and presence or absence of mycorrhizal fungi.*Médias seguidas pela mesma letra mindscula
na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Parametros 10% 10%F 20% 20%F 30% 30%F
TRO/ABS 72,70a 54,73b 58,90a 58,90a 72,63a 70,25a
ETO/ABS 47,33a 34,59b 38,2a 35,87a 44,88a 42,17a
ETO/RC 8,05b 11,09a 8,15a 8,10a 8,06a 6,82a
TRO/RC 12,45b 17,87a 12,72a 13,41a 13,16a 11,37a
ABS/CSO 25,90b 49,30a 40,50a 40,67a 29,63a 27,43a
TRO/CSO 18,31b 24,71a 24,04a 23,18a 21,48a 18,61a
ETO/CSO 11,85b 15,27a 15,41a 13,92a 13,25a 11,13a
REO/CSO 66,11b 105,88a  104,57a 83,85b 74,98a 66,85a

DIO/RC 52,93b 170,78a 87,65a 98,75a 51,08a 53,46a
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DISCUSSAO

Os resultados mostraram que uma dosagem de 10% de biochar de lodo de
esgoto € suficiente para produzir mudas de Anadenanthera colubrina com maior
altura, diametro e numero de folhas. E que maiores dosagens de biochar de lodo de
esgoto reduzem a altura, diametro e niumero de folhas. Maiores doses de biochar de
lodo de esgoto pode estar aumentando os teores de metais pesados, 0 que prejudica
o desenvolvimento das mudas de Anadenanthera colubrina.

Isto pode estar ocorrendo também em funcdo dos baixos requerimentos
nutricionais da Anadenanthera colubrina (GONCALVES et al. 2012). O que favorece
o desenvolvimento das mudas da planta em substratos com menor fertilidade, fator
gue permite a adaptabilidade dessa espécie a diferentes regides (LORENZI 2008).

O substrato com 20% de biochar de lodo de esgoto apresenta 626 mg dm= de P
e 0 com 30% de biochar de lodo de esgoto 750 mg dm=3 de P. A demanda e a eficiéncia
de uso de nutrientes e a concentragcdo de P no solo ou substrato s&o os principais
preditores das respostas da altura das plantas e do didametro da base do caule a
inoculagdo com fungos micorrizicos (FERNANDES et al. 2021). Altos valores de P em
substratos de mudas pode causar decréscimo em medidas de crescimento de plantas
micorrizadas, quando comparadas a plantas sem fungos micorrizicos (PEDONE-
BONFIM et al. 2018).

Devido a maior disponibilidade de P no meio ele se torna mais facil de ser
absorvido pelas mudas, inibindo assim a colonizac&o micorrizica, entretanto, mesmo
em baixas taxas de colonizacdo, os fungos micorrizicos podem ter exigido um maior
custo de carbono, que sem a compensacéo, pode causar reducado nas medidas de
crescimento (PENG et al. 1993). Por exemplo, acredita-se que fungos micorrizicos
sejam mutualistas que aumentam o desempenho de plantas, contudo, plantas
associadas a micorrizas podem ocupar varias posi¢des ao longo do parasitismo até o
mutualismo (TAIZ et al. 2017).

Houve um aumento na absorcéo e no fluxo de transportes de elétrons nas mudas
de Anadenanthera colubrina no tratamento 10%F. Portanto, este tratamento as mudas
de Anadenanthera colubrina estéo realizando a fotossintese de forma mais eficiente.
Porém, houve uma alta dissipacao de energia, o que pode ter provocado uma reducao
na altura e no numero de folhas em comparacao ao tratamento com 10% de biochar
de lodo de esgoto.

CONCLUSAO

A dosagem com 10% de biochar de lodo de esgoto sem fungos micorrizicos foi
a melhor formulacéo para a producao de mudas de Anadenanthera colubrina.

O uso de maiores dosagens de biochar de lodo de esgoto aumentou o teor de P
no substrato, o que inibiu a atuacdo dos fungos micorrizicos em favorecer as mudas
de Anadenanthera colubrina ter um melhor desenvolvimento dos parametros
morfolégicos e ecofisiologicos.

A inoculacéo de fungos micorrizicos em mudas de Anadenanthera colubrina com
maiores dosagens de biochar de lodo de esgoto, o alto teor de P pode fazer com que
os fungos micorrizicos tenham papel de parasitas ao invés de mutualistas, absorvendo
carbono da planta, mas ndo compensando a mesma, prejudicando o desenvolvimento
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das mudas e desempenho ecofisiologico.
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