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RESUMO GERAL

SILVA, Felipe Ferreira da. Uso de topsoil como fonte de indculo de microrganismos
simbiontes para leguminosas florestais usadas na recuperacdo de areas degradadas na
Caatinga. 2018. 73p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de
Florestas, Departamento de Ciéncias Ambientais, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

A picarra constitui-se em um material mineral composto principalmente de silte, areia e
cascalho utilizado como aterro em bases de pocos, estradas de acesso e demais estruturas
industriais ligadas a exploracdo de petrdleo em terra no estado do Rio Grande do Norte. A
retirada deste material ocorre em jazidas de area reduzida, porém causa grande impacto na
paisagem devido a remocédo da vegetacdo nativa e das camadas superficiais do solo. Ao final
do processo de exploracéo, as jazidas de picarra além de locacbes de exploracdo de petrdleo
descomissionadas devem ser recuperadas, 0 que envolve o plantio de espécies pioneiras e
capazes de se estabelecer nesse substrato. Varias espécies da familia Leguminosae possuem a
capacidade de adaptacdo a solos degradados e desprovidos de matéria organica. Entretanto, essa
adaptacdo depende do estabelecimento de simbioses com bactérias fixadoras de nitrogénio
(riz6bios) e fungos micorrizicos arbusculares (FMA). O primeiro capitulo deste estudo teve
como objetivo caracterizar a picarra e o topsoil de areas adjacentes com vegetacdo nativa da
Caatinga quanto a presenca de rizébios e esporos de FMA. As &reas de estudo constituiram-se
de duas jazidas de exploracao de picarra (J1 e J2), uma central de residuos e uma base de poco,
sendo as duas ultimas, areas que receberam aterros com pigarra. Os solos foram amostrados na
camada de 0 a 10 cm e caracterizados quanto a fertilidade, textura e presenca de rizobios e
FMA. Os esporos de FMA foram resgatados a partir da técnica do peneiramento Umido,
contados e identificados. A densidade de rizébios foi determinada pelo nimero mais provével
(NMP) obtido a partir da inoculacdo de plantas-isca das espécies Mimosa tenuiflora (Mart.)
Benth. (jurema-preta) e Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabid). A fertilidade e os teores de
matéria organica das jazidas de exploracdo de picarra foram inferiores aos das areas de
vegetacdo nativa. A classe textural das amostras coletadas foi predominantemente arenosa. O
maior NMP foi obtido na jazida J2 e em vegetacdo nativa adjacente a esta, especialmente no
periodo chuvoso. O nimero de esporos de FMA foi superior nas areas de vegetacdo nativa
especialmente na época seca. O segundo capitulo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do uso
de topsoil, proveniente de area de vegetacao nativa, como inoculante de FMA e rizébios para a
espécie M. caesalpiniifolia Benth. Um experimento foi delineado com os seguintes tratamentos:
(1) inoculacdo de plantas com 10 g de topsoil de &rea nativa anexa a jazida 1; (2) idem T1 com
topsoil de area nativa anexa a jazida 2; (3) inoculante de rizébios e (4) rizébios + FMA
produzidos em laboratorio; (5) testemunha absoluta (TA); (6) TA com substrato autoclavado;
(7) testemunha nitrogenada (TN) e (8) TN + FMA. A dupla inocula¢do com rizébio e FMA
promoveu 0 maior crescimento das plantas, massa de nddulos e colonizagdo micorrizica, porem
estatisticamente semelhante aos tratamentos com topsoil. Os resultados demonstraram a
habilidade do topsoil em fornecer propagulos de rizobios e FMA eficientes em promover o
crescimento da espécie testada. Estudos adicionais deverdo ser realizados visando confirmar
esse potencial com outras espécies nativas da Caatinga assim como para avaliar o desempenho
do uso do topsoil como inoculante em condic¢des de campo.

Palavras-chave: exploracdo mineral de picarra; fixagdo bioldgica de nitrogénio; fungos
micorrizicos arbusculares.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, Felipe Ferreira da. Use of topsoil as source of inoculum of symbiotic
microorganisms for forest legumes used in the recovery of degraded areas in the Caatinga.
2018. 73p. Dissertation (Master Science in Environment and Forest Science). Instituto de
Florestas, Departamento de Ciéncias Ambientais, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

The picarra consists of a subsoil material composed mainly of silt, sand and gravel used as
embankment in pump jack bases, access roads and other industrial structures used in the
onshore oil exploration in the state of Rio Grande do Norte, Brazil. The mining of this material
occurs in small areas, but causes great impact in the landscape due to the removal of the native
vegetation and of the soil upper layers. At the end of the exploration, the picarra mines and
other decommissioned oil exploration locations must be recovered, which involves the planting
of pioneer species capable of establishing in the picarra. Several species of the Leguminosae
family have the capacity to adapt to degraded soils without organic matter. However, this
adaptation depends on the establishment of symbioses with nitrogen-fixing bacteria (rhizobia)
and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). The first chapter of this study aimed to characterize
the picarra and the topsoil of adjacent areas with native vegetation of the Caatinga biome in
relation to the presence of rhizobia and spores of AMF. The study areas consisted of two
decommissioned mines of picarra (J1 and J2), and a waste deposit and a pump jack base, both
covered with pigarra. Soils were sampled in the 0 to 10 cm layer and characterized for fertility,
texture and presence of rhizobia and AMF. The AMF spores were rescued using the wet-sieving
technique, counted and identified. The density of rhizobia was determined by the most probable
number (MPN) obtained from inoculation of bait plants of Mimosa tenuiflora (Mart.) Benth.
(jurema-preta) and Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabid). The fertility and organic matter
contents of the picarra plots were lower than those of native vegetation. The textural class of
the collected samples was predominantly sandy. The highest MPN of rhizobia was obtained in
the J2 deposit and in native vegetation adjacent to it, especially in the rainy season. The number
of AMF spores was higher in native vegetation areas especially in the dry season. The second
chapter aimed to evaluate the efficiency of the use of topsoil, from native vegetation area, as an
inoculant of AMF and rhizobia for M. caesalpiniifolia Benth species. An experiment was
outlined with the following treatments: (1) inoculation of plants with 10 g of topsoil from a
native area nearby J1; (2) idem T1 with topsoil of a native area nearby J2; (3) rhizobium
inoculant and (4) rhizobia + AMF produced in the laboratory; (5) absolute control (TA); (6) TA
with autoclaved substrate; (7) nitrogenous control (TN) and (8) TN + AMF. The double
inoculation with rhizobia and AMF promoted the highest plant growth, nodule mass and
mycorrhizal colonization, but statistically similar to treatments with topsoil. The results
demonstrated the ability of topsoil to provide propagules of rhizobia and AMF efficient in
promoting the growth of the tested species. Further studies should be carried out to confirm this
potential with other native Caatinga species as well as to evaluate the performance of topsoil as
an inoculant under field conditions.

Keywords: mineral exploration of picarra; biological nitrogen fixation; arbuscular mycorrhizal
fungi.
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1 INTRODUCAO

O bioma Caatinga ocupa uma area de 844.453 km?, o equivalente a 11% do territorio
nacional, abrangendo os estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba,
Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2016). Rico em biodiversidade, o bioma abriga 178 espécies de mamiferos, 591
de aves, 177 de répteis, 79 de anfibios, 241 de peixes e 221 de abelhas (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2016). Dentre as mais de 30 mil espécies de angiospermas listadas na flora
do Brasil (FORZZA et al., 2010), aproximadamente 4500 ocorrem no dominio da Caatinga.
Embora isso represente 15% das espécies do pais, apenas cerca de 1% da sua vegetacao esta
protegida em unidades de conservacao (LEAL et al., 2005; QUEIROZ, 2006).

Dentre as familias botanicas presentes no bioma, destaca-se a Fabaceae (Leguminosae),
estando representada por 86 géneros e 361 espécies, com um alto grau de endemismo (FLORA
DO BRASIL, 2018). Conforme Aradujo et al. (2002), as leguminosas ocorrem abundantemente
no bioma sendo bem representadas tanto nos estratos arboreo e arbustivo, como no herbaceo, o
que realca sua elevada importancia ecoldgica.

Apesar da relevancia das funcdes ambientais desempenhadas pela Caatinga enquanto
bioma, do ponto de vista ambiental, os maiores problemas séo o elevado grau de degradacéo e
0 baixo conhecimento quantitativo e qualitativo de sua biodiversidade. O bioma Caatinga €,
provavelmente, o0 menos estudado dentre os biomas brasileiros, e € um dos mais degradados em
virtude do uso desordenado em toda sua historia (ARAUJO, 2007).

Segundo Campello (1998) e Resende et al. (2013), a extracdo de minérios como bauxita
e picarra caracterizam uma causa evidente de degradacdo do bioma. No Estado do Rio Grande
do Norte, areas de extracdo de picarra sdo comuns. A picgarra constitui-se em um material de
subsolo composto principalmente por silte, areia e cascalho, o qual € usado para a terraplanagem
de novas locacbes de exploracdo e producdo de petroleo em terra, aterros, construcdo de
barragens, etc. A recuperacdo dessas areas, nas quais todo o horizonte superficial foi retirado,
é um desafio que demanda a intervencdo humana para auxiliar o ecossistema degradado a
recuperar sua capacidade de resiliéncia (RESENDE; CHAER, 2010; LIMA et al., 2015).

A técnica de reposicdo da camada superior do solo (topsoil) como fonte de diasporos e
propagulos para o estabelecimento das espécies vegetais funciona como um catalisador do
processo de regeneracdo natural (CUSATIS, 2001). Por esse motivo, o uso do topsoil vem
sendo amplamente indicado em projetos de recuperacdo de areas degradadas. No entanto,
verifica-se que ainda existem poucos estudos envolvendo esta técnica de recuperacdo em areas
degradadas pela atividade mineradora de picgarra na Caatinga (LIMA, 2012).

Segundo Franco et al. (2008), uma técnica usual para a recuperacao de areas degradadas
em solos de baixa fertilidade é a utilizacdo de leguminosas associadas a bactérias fixadoras de
nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares. Estas espécies vegetais em associa¢do com tais
grupos microbianos promovem beneficios fisico-quimicos ao solo como a recomposi¢do dos
estoques de N e C, o controle de erosdo e a estabilidade de taludes, dentre outros beneficios.

Em virtude da escassez de informacdes sobre especies arbdreas capazes de se
desenvolver em ambientes degradados por extragédo de picarra e do pouco conhecimento acerca
da potencialidade do uso do topsoil proveniente de remanescente florestal nativo da Caatinga,
este conhecimento torna-se de fundamental importancia na adocao de técnicas de recuperacao
de areas degradadas que melhor se enquadrem na regido semiarida.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar o substrato de areas impactadas pela exploracdo de petroleo na Caatinga e
avaliar o desempenho de uso de topsoil de areas com vegetacdo nativa como fonte de inoculo
de bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares para leguminosas
arboreas usadas na recuperacao de areas degradadas.

2.2 Especificos

e Caracterizar a fertilidade, a textura e quantificar esporos de fungos micorrizicos
arbusculares e estirpes de rizobios eficientes em fixar nitrogénio em substratos de
picarra e em areas adjacentes com vegetacdo nativa;

e Avaliar o desempenho de leguminosas florestais frente ao uso de topsoil proveniente de
areas de mata nativa adjacentes a jazidas de exploracdo de picarra na Caatinga.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O bioma Caatinga e suas causas de degradacao

O bioma Caatinga compreende um tipo de vegetacdo estacional que cobre a maior parte
da area com clima semiarido da regido Nordeste do Brasil (PRADO, 2003). Este tipo de
vegetacdo compreende uma area de 844.453 km? sendo o terceiro maior ecossistema brasileiro,
representando 70% da regido Nordeste e 11% do territorio nacional (CASTELLETTI et al.,
2003).

Segundo Queiroz (2006a), as Caatingas podem ser caracterizadas em geral, como
florestas de porte baixo, compreendendo principalmente arvores e arbustos que geralmente
apresentam espinhos e microfilia, com presenca de plantas suculentas e um estrato herbaceo
efémero, presente somente durante a curta estacao chuvosa. Algumas familias, como Fabaceae,
Euphorbiaceae, Bignoniaceae e Cactaceae sdo muito importantes por representarem a maior
parte da diversidade floristica. Dentre estas, Fabaceae é a mais diversa, com 361 espécies, das
quais 201 s&o endémicas (FLORA DO BRASIL, 2018).

Na Caatinga, as leguminosas destacam-se como recurso alimentar, sendo importantes
economicamente para o sustento das familias sertanejas que as consomem e as utilizam em
diversas outras atividades, como na alimentacdo dos animais de criacdo, no fornecimento de
energia através do uso da lenha, como material para construgdo, recurso medicinal, entre outros
(QUEIROZ, 2009).

Segundo Kill et al. (2009) e Queiroz (2009), a Caatinga é o Unico bioma de distribuigdo
exclusivamente brasileira, significando que grande parte do patriménio biologico desse
ecossistema ndo é encontrada em nenhum outro lugar do mundo, denotando a necessidade de
sua conservacdo, tendo em vista a manutencdo do seu alto grau de endemismo e riqueza de
espécies.

Entretanto, a biodiversidade da Caatinga tem sido progressivamente perdida. O bioma
¢ um dos mais agredidos do Brasil, além de pouco conhecido, estudado e protegido (ABILIO,
2010). Trata-se de um dos biomas brasileiros mais alterados pelas atividades antrdpicas.

Segundo dados do IBAMA (2016), aproximadamente 80% dos ecossistemas originais
do bioma ja foram modificados. A falta de politicas publicas adequadas e a auséncia do
componente ambiental nos planos de desenvolvimento regionais tém contribuido ainda mais
para 0 agravamento da situacdo, além da imagem de pobreza extrema que se criou em relacdo
ao bioma ao longo do tempo (SILVA et al., 2003).

A exploracdo dos recursos naturais neste bioma ocorre de forma incorreta, com auséncia
de estudos e analises da capacidade de suporte dos ambientes. Fato esse devido a falta de
estratégias ou iniciativas por parte de 6rgaos publicos, sociedade civil e comunidades em geral,
para a conservagdo dos ecossistemas (PEREIRA; ALMEIDA, 2011).

O manejo inadequado da caatinga, geralmente iniciado pela remocdo da cobertura
florestal, tem sido responsavel pela degradacéo e a perda de solos férteis. Estima-se que existam
200 mil quildmetros quadrados de terras degradadas no semidrido brasileiro e que, em muitos
locais, estas areas ja estejam imprestaveis para a agricultura (BARBOSA, 2013).

O uso indiscriminado de madeira, lenha e carvéo, o pastejo intensivo de animais, o fogo,
0 uso e 0 manejo irracional das terras pela agricultura, a mineracdo, além do baixo nivel de
renda e cultural da populagéo tém sido apontados como fatores determinantes do desequilibrio
ambiental, indutores de processos de desertificacdo da regido semiarida brasileira (OLIVEIRA-
GALVAO; SAITO, 2003).



E comum verificar nesse ecossistema profundas interferéncias antropicas que resultam
em severa degradagdo ambiental, com consequente reducgéo na fertilidade dos solos, tornando-
0S pouco produtivos ou improdutivos (LEITE et al., 2011). O processo de desertificacdo é
acelerado quando ocorre intervengdo antropica associada a fatores naturais, bem como com o
uso de métodos agricolas inapropriados a exploracdo dos recursos naturais (SOUZA et al.,
2004: ARAUJO; SOUSA, 2011).

Segundo Campello (1999), a degradacao do solo pode ser caracterizada pela perda de
seus horizontes superficiais e por alteragdes na sua estrutura. Designadamente, a degradacao do
solo em areas onde ha exploragédo ocorre também a remocao da cobertura vegetal e das camadas
de solo fértil superficial, o que causa grande impacto negativo na microbiota do solo, reduzindo
0 numero de bactérias, fungos solubilizadores de fosfato e a atividade microbiana do solo
(SCHIAVO, 2005).

3.2 Exploracéo de pigarra e transposicéao de topsoil

A mineracdo € uma das atividades humanas que mais contribui para alteracdo da
superficie terrestre, afetando o local de mineracéo e ao redor, provocando impactos sobre a
agua, o ar, o solo, o subsolo e a paisagem como um todo, os quais sdo sentidos por toda
populacdo (GRIFFITH, 1980). A atividade industrial referente a extracdo de bens de origem
mineral no Rio Grande do Norte € muito extensa e variavel, onde destacam-se as exploracoes
de areia, argila, argilito, agua mineral, calcéarios sedimentares e metamorficos, caulim,
diatomita, espoduménio, feldspato, gemas, gipsita, minério de ferro, pedra britada, rochas
ornamentais como granito e rochas afins, marmore, metaconglomerado, granito pegmatoide,
scheelita, ouro e talco (ANP, 2012).

Enquanto estas atividades de mineracdo causam degradacdo de pequenas areas em
comparacao com o desmatamento para a agricultura ou exploracao insustentavel madeireira, 0
impacto ambiental local € muito maior, pois o ecossistema sofre alteraces drasticas. A perda
da biodiversidade do solo através da erosdo, as emissdes de poeiras, assoreamento e
contaminacdo dos rios e outros corpos de dgua estdo entre os impactos causados pela atividade
de mineragdo (CHAER et al. 2011).

No entanto, a producdo de petrdleo em terra firme (“on shore”) € uma das principais
atividades econdmicas do Estado do Rio Grande do Norte (ANP, 2012). Segundo o Boletim da
Producédo de Petrdleo e Gas Natural publicado pela ANP (2017), o estado do Rio Grande do
Norte apresenta 75 campos de extracdo de Petréleo e Gas Natural, representando 33% da
producdo de petréleo em terra do Brasil.

A producédo de petréleo em terra no Brasil estd concentrada nas areas semiaridas do
Nordeste (bioma Caatinga), sendo um dos principais impactos ambientais desta atividade,
causado pela extracdo de picarra. O processo de mineragdo consiste na retirada da vegetacao
nativa e extracdo de picarra a uma profundidade de 2 a 10 m. Ao fim da atividade de mineracéo,
a topografia da area escavada deve ser suavizada e os aterros devem ser revegetados (CHAER,
etal., 2011).

As etapas que compdem 0 processo de abertura de locacdo de poco de petroleo
consistem em uma demarcacao do centro da area a ser alocada com um piquete, pelos gedlogos
responsaveis e, a partir dele e com auxilio de teodolito e trena, a equipe de abertura de alocacao,
demarca um retangulo com 66 m x 46 m, com acessos de 8 m de largura e comprimento variavel
em funcéo da distancia do ponto de alocacéo a estrada de acesso. A partir dessa demarcacéo, o
trator de esteira (normalmente um D4 ou D5) retira a vegetacdo, removendo pequena
quantidade de topsoil e, em seguida, esse mesmo trator, com auxilio dos topografos, aplaina a
paisagem a partir da movimentacdo do terreno do proprio local. Apos aplainada, a picarra é



trazida de jazidas préximas, com o objetivo de elevar a cota da alocacéo cerca de 30 cm acima
da cota do terreno apds compactacdo (LIMA, 2012).

Segundo Vieiraet al. (2007), a picarra € um dos principais componentes do revestimento
de estradas. Consiste de crostas ferruginosas que se desenvolvem sobre diferentes estratos
rochosos, sendo também empregadas na area da construcdo civil como componente de
argamassa, apresentando valor de mercado em torno de R$ 38,00/ mé3.

No estado do Rio Grande do Norte, a extracdo da picarra é originaria de inimeras jazidas
e promove alteracdes na paisagem e nos fluxos hidrolégicos, além da eliminacgdo da diversidade
bioldgica e a degradacédo do solo (BATISTA et al., 2009; SHRESTHA,; LAL, 2011).

Segundo Resende e Chaer (2010), a picarra constitui-se em um material de subsolo
composto principalmente por silte, areia e cascalho, o qual é usado para a terraplanagem de
novas locacdes de exploracdo e producdo de petréleo em terra, estradas de acesso, aterros,
construcdo de barragens, etc. A recuperacdo dessas areas, nas quais todo o horizonte superficial
(parte mais fértil do solo e rica em propagulos) foi retirado, é um desafio que na maioria das
vezes demanda a intervencdo humana para auxiliar o ecossistema degradado a recuperar sua
capacidade de resiliéncia. Para a sua recuperacdo, normalmente é necessario o plantio de
espéecies florestais nativas para reativar 0s processos ecoldgicos que sustentam as
funcionalidades ecossistémicas e o equilibrio ambiental dessas areas degradadas.

Segundo os mesmos autores, dentre as estratégias empregadas para a melhoria das
condicGes do substrato durante os estdgios iniciais do processo de recuperacdo de areas
degradadas por mineracdo, destaca-se a aplicacdo de residuos organicos, fertilizantes e solo
superficial. A aplicacdo de solo superficial em &reas que sofreram a retirada dos horizontes
superficiais do solo, além de matéria organica, pode fornecer sementes, propagulos e material
biol6gico que favorecem o processo de sucessdo natural (LIMA, 2012).

De acordo com Figueiredo et al. (2012) e Soliveres et al. (2012), ao final da atividade
de mineracdo, o sitio degradado deve ser condicionado a uma condi¢do ndo degradada. No
entanto, esses ambientes possuem baixa resiliéncia decorrente da baixa densidade de
propagulos, baixa qualidade fisico-quimica do substrato e baixa oferta de chuvas, caracteristicas
da regido semiarida.

Segundo Lima et al. (2015), o pouco conhecimento disponivel sobre a resisténcia e o
crescimento das espécies nativas da Caatinga tem sido um obstaculo ao delineamento de
projetos de restauracdo adequados as condi¢Bes do semiarido brasileiro.

De acordo com Andrade et al. (2003), areas com avangado processo de degradacédo, que
apresentam o0 subsolo exposto, onde os horizontes superficiais foram removidos, seja pela
erosao ou por exploracdes minerais, necessitam de um rapido recobrimento do solo. Dentre as
técnicas utilizadas para revegetacdo de areas degradadas com énfase no manejo da serapilheira,
pode-se destacar a extracdo de serapilheira de remanescentes florestais e posterior colocacéo
sobre o sitio degradado. Dessa forma, busca-se recobrir a superficie erodida o mais rapido
possivel, minimizando os impactos causados pela enxurrada, e também incorporar propagulos
que ficam adormecidos nesta camada e que podem vir a se estabelecer, dependendo das
condigdes ambientais.

Nas areas de extragdo de picarra, a degradacdo do solo é oriunda da remocdo da
cobertura vegetal e das camadas de solo fértil superficial (topsoil), além da compactacdo do
solo pelo trafego de méaquinas. Nessas condi¢Bes, o retorno natural da vegetacdo na area
degradada ¢é extremamente limitado e dependente de intervencédo antropica. Essas intervencoes
normalmente englobam melhorias das condigdes fisico-quimicas do substrato seguida da
introducdo de comunidades vegetais (BENDFELDT et al., 2001).

A técnica de reposicdo da camada superior do solo (topsoil) como fonte de didsporos e
propagulos para o estabelecimento das espécies vegetais funciona como um catalisador do



processo de regeneracdo natural (CUSATIS, 2001). Por esse motivo, o uso do topsoil vem
sendo amplamente indicado em projetos de recuperacéo de areas degradadas.

Leal Filho et al. (2006) avaliando o efeito a médio prazo da aplicagdo de “topsoil” sobre
0 estabelecimento de espécies provenientes do banco de sementes durante um periodo de cinco
anos, bem como a influéncia da utilizacdo do mesmo no processo de recuperacdo de pequenas
areas degradadas pela atividade de exploracdo de argila, para a construcdo de estradas em
Urucu/AM verificaram que o0 uso de “topsoil” aplicado sobre solo com boas caracteristicas
fisicas e quimicas, favoreceu a um melhor desenvolvimento de individuos quando comparado
a area sem adicdo deste. Almeida (2006), avaliando o efeito da adig¢do de “topsoil” sobre camada
de material estéril proveniente da exploragéo de granito, no municipio de Aimorés/MG, sobre
0 desenvolvimento de uma espécie indicadora (Joannesia princeps Vell.), verificou que a
adigdo de 10 cm de “topsoil” favoreceu a um melhor desenvolvimento da espécie em relagdo a
area sem adicdo do mesmo.

No entanto, verifica-se que ainda existem poucos estudos envolvendo esta técnica de
recuperacdo de areas degradadas pela atividade mineradora de extracao de picarra na Caatinga
(LIMA, 2012).

3.3 Uso de leguminosas florestais na recuperacdo de areas degradadas

A familia botanica Leguminosae Juss. possui grande riqueza de espécies, sendo
considerada a terceira maior familia entre as Angiospermas, com 727 géneros e 19.325 especies,
tradicionalmente distribuidas em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (LEWIS, SCHRIRE; LOCK, 2005). Contudo, estudos recentes utilizando
filogenia molecular reconheceram seis subfamilias dentro da familia Fabaceae:
Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae
(LPWG, 2017).

De acordo com Lima et al. (2016), as espécies pertencentes a familia possuem diversas
formas de vida, podendo se caracterizar como arbusto, arvore, erva, liana e subarbusto. Em
relacdo ao substrato em que vivem podem ser classificadas como aquaética, epifita, rupicola e
terricola.

Com uma distribuicdo cosmopolita, a familia Fabaceae esta bem representada desde os
trépicos até regides mais frias e temperadas, ocorrendo desde desertos a florestas ombrofilas,
de planicies a elevadas altitudes (DOYLE; LUCKOW, 2003; FLORES; RODRIGUES, 2010;
LEWIS; SCHRIRE; LOCK, 2005). No Brasil, a familia é considerada a mais diversa entre as
Angiospermas, com cerca de 2.803 espécies e 222 géneros, presentes nos diferentes dominios
fitogeograficos do pais (LIMA et al., 2016).

As leguminosas possuem também grande importancia econémica, sobretudo na
alimentacdo humana. Além disso, varios outros produtos e substancias sdo extraidos das
leguminosas, como medicamentos, 6leos, combustivel, madeira, fibras e diversos componentes
quimicos (LAVIN; HERENDEEN; WOJCIECHOWSKI, 2005).

O sucesso no uso de leguminosas em programas de reflorestamento é devido, em grande
parte, a estratégia de nutricdo dessas plantas. A maioria das leguminosas possui a capacidade
de se associar com microrganismos capazes de incrementar o crescimento vegetal: as bactérias
fixadoras de nitrogénio e os fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Com a formacdo dessa
simbiose tripartite, surgem propriedades emergentes ou sistemas funcionais que antes da
associacdo eram inexistentes (SOUZA; SILVA, 1996). Essas associacdes permitem uma
melhor assimilagdo de compostos nitrogenados, fundamentais ao crescimento das plantas,
facilitando a sua colonizacdo em ambientes com solos pouco férteis (QUEIROZ, 2009).

Estas plantas compreendem ndo s6 o papel de interromper o processo de degradacao,
como também ajudam a reativar 0s mecanismos de regeneracdo natural (RESENDE et al.,
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2005). Além disso, algumas espécies de leguminosas apresentam boa producdo de biomassa,
com relacdo carbono-nitrogénio favoravel a mineralizagdo, o que proporciona rapido
incremento de carbono ao substrato. O uso de leguminosas possibilita a menor intensidade de
intervengdo futura no sistema e, devido ao melhor condicionamento do substrato, facilitam o
estabelecimento de outras plantas no processo sucessional (GRIFFTH et al., 2000).

Conforme Campello (1999), dentre outras vantagens, o plantio de leguminosas arboreas
atende as necessidades de rapido estabelecimento de uma cobertura vegetal conjugado com
efeitos de maior duracdo, como oferta continua de nitrogénio, elevada deposi¢do de materiais
organicos de rapida decomposicédo, além de mudangas microambientais (sombra, retencdo de
umidade, reducéo de temperatura).

Esta familia botanica apresenta alta capacidade de adaptacao aos mais diferentes biomas
brasileiros, com seus mais distintos usos. Sua associa¢do com bactérias fixadoras de nitrogénio
permite que em solos pobres em nutrientes, espécies capazes de obter significativas
contribuicdes da fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) possam se estabelecer e completar seu
ciclo com bons niveis de produtividade (URQUIAGA; ZAPATA, 2000; RESENDE et al.,
2003). Neste trabalho, os géneros citados de bactérias fixadoras de nitrogénio serdo
indistintamente denominados ““rizobio”.

Desta forma, o uso de leguminosas arbdreas fixadoras de nitrogénio inoculadas com
estirpes de rizébio e FMA tem se mostrado eficiente, possibilitando a melhoria do solo através
da adicdo de matéria organica ao sistema, com um reduzido investimento financeiro (FRANCO
et al., 2008).

Na recuperacdo de ambientes degradados por mineracdo é desejavel a introducdo de
espécies com altas taxas de crescimento e sobrevivéncia que permitam promover o rapido
recobrimento do solo, alta producdo de matéria orgénica e protecdo do solo contra eroséo,
propiciando o restabelecimento de outras espécies vegetais durante o processo sucessional
(CHAER et al., 2011). Os mesmos autores destacam que Varias espécies de leguminosas
arboreas se associam a bactérias fixadoras de nitrogénio e FMA, atuando positivamente na
recuperacdo de areas degradadas por atividade de mineracéo.

Segundo Franco e Faria (1997), algumas espécies de leguminosas arboreas noduladas e
micorrizadas, por se desenvolverem em solos cuja fertilidade é fator limitante para a maioria
das espécies vegetais, tém sido empregadas com o objetivo de fornecer nutrientes para espécies
em consdrcio ou para recuperar os niveis de matéria organica de solos degradados. Esta técnica
tem sido empregada como alternativa de baixo custo para revegetar e formar uma camada de
serapilheira sobre a area degradada (ANDRADE et al., 2003).

Em estudo realizado pela Embrapa Agrobiologia a respeito da recuperacao de areas de
estéril e de tanques de rejeito da lavagem da bauxita, produzida pela Mineracdo Rio do Norte
(MRN), em Porto Trombetas, PA, foram testadas diferentes espécies de leguminosas arboreas
nodulantes e ndo-nodulantes e outras espécies ndo-leguminosas. Apds 22 meses, as espécies de
leguminosas fixadoras de nitrogénio apresentaram maior crescimento e producdo de biomassa
aérea em relagdo as outras espécies, mostrando seu potencial para se desenvolver em substratos
pobres (FRANCO; FARIA, 1997).

Campello (1998) avaliou a influéncia da revegetacdo com cinco espécies arboreas no
processo de sucessao vegetal em uma area recuperada por mineracdo de bauxita. Dentre estas,
apenas duas espécies se associavam com bactérias fixadoras de nitrogénio. Ap6s 10 anos do
plantio foi constatado que a regeneracdo natural de espécies nativas foi beneficiada pelos
plantios de leguminosas arbdreas fixadoras de nitrogénio, sendo a regeneracao natural sob estas
mais abundante e com maior diversidade de espécies.

Em ambos os casos, a utilizagdo de leguminosas arbdreas com associacao de bactérias
fixadoras de nitrogénio favoreceu a cobertura vegetal destas areas em curto prazo, com custos
inferiores aos de projetos anteriormente desenvolvidos para o local.



3.4 Fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) atraves da simbiose entre bactérias
diazotroficas e leguminosas

O nitrogénio é o nutriente mais abundante na atmosfera, correspondendo a
aproximadamente 78% da fracdo gasosa do ar atmosférico na forma de N2, um gas inerte, que
ndo reage quimicamente nas condi¢Bes naturais. Sua entrada nos sistemas biolégicos ocorrem
de trés formas distintas: (1) através do arraste pela chuva de 6xidos de nitrogénio produzidos
na atmosfera por descargas elétricas, o que representa cerca de 10% da contribuicdo global; (2)
através da producdo de adubos nitrogenados pela industria de fertilizante pelo processo
industrial Haber-Bosch de transformacdo de N> em NHs, o qual contribui com 25% da
contribuicdo global e (3) a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) (BACA, et al., 2000; SOUZA,;
FERNANDES, 2006).

A contribuicdo global da FBN corresponde a 60% do nitrogénio disponivel nos solos
para a nutricdo de plantas, ocorrendo em algumas células procari6ticas, as quais sdo capazes de
transformar o N molecular (N2) em aménio (NH4*) (BACA, et al., 2000; KRAISER et al.,
2011), sendo denominados diazotroficos.

Este processo € possivel porque esses microrganismos possuem a enzima nitrogenase
(DOBEREINER, 1992), responsavel pela quebra da ligac&o triplice do gas N usando energia
celular na forma de adenosina trifosfato (ATP) (REIS; TEIXEIRA, 2005).

Segundo Rosa et al. (2009), as principais reacfes bioquimicas que ocorrem nas plantas
envolvem a presenca do nitrogénio (N), elemento constituinte de varios compostos vegetais,
como 0s amino&cidos, 0s &cidos nucleicos e a clorofila. Pela grande versatilidade nas reacdes
de oxirreducao, estando presente em varios estados de oxidacéo, desde formas reduzidas como
0 NH4" até oxidadas como 0 NOs", o N possui especial importancia nos ciclos biogeoquimicos
e no metabolismo das plantas.

A fixagdo bioldgica de nitrogénio é comum em plantas da familia das leguminosas, e
identificada pela presenca de uma estrutura peculiar resultante da associacdo planta-bactéria, o
nddulo. Embora comum nas raizes, nédulos também podem ser encontrados no caule
(MARTINS et al., 2001).

Nos nédulos ocorre a reducdo do nitrogénio atmosférico que sera transferido para as
plantas na forma de am6nia, a0 mesmo tempo que a bactéria recebe fotossintatos da planta
hospedeira (SOUZA, 2003).

Segundo o mesmo autor, inimeras espécies da familia Fabaceae sdo infectadas por
bactérias de alguns géneros, como Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium,
Ensifer (antigamente denominado Sinorhizobium) e Mesorhizobium. Todavia, é preciso
destacar que géneros de beta-proteo-bactérias como Paraburkholderia e Cupriavidus também
formam nddulos em fabaceas, sendo chamados de beta-rizébios (BARRETT; PARKER, 2006).

A escolha da estirpe de bactéria fixadora de nitrogénio é de fundamental importancia
porque algumas delas apresentam especificidade para plantas leguminosas. E comum encontrar
bactérias que tém uma elevada capacidade para FBN quando associada a uma determinada
leguminosa, sendo incapazes de nodular ou fixar N2 com outras espécies (FRANCO; FARIA,
1997).

A selecdo das estirpes de rizobio inicia-se com a identificacdo no campo de espécies de
leguminosas capazes de nodular em condig¢fes naturais. Nodulos destas plantas sdo entdo
recolhidos e, no laboratério, bactérias dentro dos noédulos sdo isoladas, purificadas e
armazenadas em colecdes de culturas. Apos a fase de isolamento, varios testes sdo executados
para identificar as estirpes mais eficientes no que diz respeito a producdo de biomassa vegetal
e o N acumulado em relagéo ao controle sem inoculagdo (RESENDE et al., 2010).

Dentro do nodulo, a bactéria fixa o nitrogénio e disponibiliza-o para a planta. A energia
necessaria para a fixagao do nitrogénio atmosférico pela bactéria é fornecida pela planta a partir
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de compostos de carbono derivados do processo de fotossintese. A simbiose, entdo, €
caracterizada pela troca de C e N entre a planta e a bactéria (LEITE, 2011).

Bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas podem influenciar a
estrutura da comunidade de plantas de varias formas. Por exemplo, 0 aumento do suprimento
de nitrogénio promovido pela FBN estimula o crescimento e competitividade das leguminosas
noduliferas a0 mesmo tempo em que estimula o crescimento de outras espécies de plantas,
através da transferéncia do nitrogénio fixado (VAN DER HEIDJEN et al., 2006).

O processo de FBN pode ser afetado por fatores bioldgicos, quimicos e fisicos que
interferem na simbiose mutualista. Dessa forma, a auséncia de nodulacdo ou nodulagéo
ineficiente em determinada espécie sob determinadas condicGes edaficas e ambientais pode
indicar fatores que limitam o estabelecimento, desenvolvimento e funcionamento da simbiose
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Nas leguminosas, os fatores limitantes da simbiose estéo
relacionados as caracteristicas intrinsecas da espécie hospedeira, aos fatores climaticos, as
condicGes edaficas e a populagdo nativa de rizébios (ALCANTARA et al., 2007).

A associacao entre planta e rizobio apresenta grande importancia no ponto de vista
econdmico e ecoldgico, podendo dispensar total, ou parcialmente o uso de fertilizantes
nitrogenados, viabilizando o plantio das espécies com a reducdo de custos com esse insumo
(BARBERI et al., 1998). Segundo Andrade et al. (2003), através da fixacdo bioldgica do
nitrogénio (N2), plantas leguminosas tornam-se autossuficientes neste elemento e, com a
colonizacdo de fungos micorrizicos, suas raizes aumentam a éarea de contato com o solo,
promovendo uma maior absorcdo de agua e de nutrientes, principalmente o fosforo, facilitando
assim o estabelecimento e o desenvolvimento vegetal.

Existem estimativas de que, no mundo, o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio
contribua com 32 Tg ano™ de N em areas cultivadas. No Brasil, a FBN contribui com cerca de
7,3 Tgano™ de N, ou seja, quase trés vezes a quantidade de N de fertilizantes industriais (2,5
Tg ano™), sendo que s6 a cultura da soja representa 3,2 Tg ano* de N (FILOSO et al., 2006).
Um caso de extremo sucesso relatado na literatura é o da Sesbania sp., que chegou a fixar 286
kg ha em 56 dias, podendo teoricamente suprir a necessidade de nitrogénio de muitas culturas
agricolas (DOMMERGUES et al., 1999).

3.5 Contribuicdes dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em associacdo com
leguminosas florestais

A associacdo simbiotica ndo patogénica entre os fungos micorrizicos e raizes de plantas
é conhecida como micorriza (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A maioria das angiospermas, gimnospermas, pteridofitas e numerosas briéfitas formam
micorrizas. Entretanto, as micorrizas formadas por combinac6es de diferentes filos de fungos
com diferentes grupos de plantas hospedeiras sdo distinguiveis morfologicamente, formando
tipos anatdmicos e funcionais de micorrizas conhecidas como micorrizas arbusculares,
ectomicorrizas, ectendomicorrizas, micorrizas arbutdides, micorrizas ericoides e micorrizas
orquidoides (SAGGIN JUNIOR; SILVA, 2005).

As micorrizas arbusculares sdo simbioses entre raizes de plantas e fungos do solo do
filo Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001) caracterizadas pela presenca enddgena de
arbusculos nas células do coértex radicular. As micorrizas arbusculares sdo encontradas na
maioria das plantas e dos ecossistemas terrestres, desde os polares até os tropicais Umidos ou
desérticos (SAGGIN JUNIOR; SILVA, 2005).

Conforme Ying Chu (2005), a planta, através do processo fotossintético, fornece
carbono e energia para a sobrevivéncia e multiplicacdo dos fungos, ao passo que estes absorvem
nutrientes minerais e agua do solo, transferindo-os para as raizes da planta. O acréscimo em
absorcdo de nutrientes, especialmente os menos méveis como o fosforo, cobre e zinco, resulta
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em plantas mais vigorosas e nutridas, apresentando maior resisténcia as adversidades
ambientais. Assim sendo, a micorriza possui importante papel no crescimento e sobrevivéncia
de plantas nos tropicos, locais estes com predominancia de solos com caréncia de fosforo e
baixa fertilidade.

O fésforo € o mais importante nutriente que os fungos micorrizicos auxiliam na absorcao
para fornecer a planta, devido, especialmente, a sua baixa disponibilidade na maioria dos solos
e sua lenta difusdo (STURMER; SIQUEIRA, 2005), embora também haja um aumento
substancial na absorc¢do dos demais elementos (RESENDE et al., 2006).

Além da vantagem da absorcdo de nutrientes, os FMAs produzem em suas hifas, a
glomalina, uma glicoproteina que contribui para a formacao e estabilizacdo de agregados do
solo (RILLIG; MUMMEY, 2006).

Os FMAs tém papel significativo também na absorcdo de nitrogénio, particularmente
na forma do ion NH4*, menos mével no solo. As interagdes que existem na formacdo da
simbiose tripla ocorrem em termos do padrdo nutricional da planta e seu fornecimento de
energia para os simbiontes, e em termos da interacdo direta entre os simbiontes na formacéo,
desenvolvimento e funcionamento da simbiose tripla. O beneficio nutricional dos FMAs
permite que as plantas estejam melhor nutridas com P e micronutrientes essenciais para a
formacdo dos nodulos e para o funcionamento da fixacdo biolégica de N2 (SAGGIN JUNIOR;
SILVA, 2005).

Alguns estudos como o de Franco e de Faria (1997) evidenciam estes beneficios. Os
autores observaram gue espécies leguminosas arbdreas fixadoras de N2, quando na presenca de
fungos micorrizicos, tém sua habilidade de absorcdo de agua e nutrientes ampliada,
predominantemente de fésforo. Jesus, Schiavo e de Faria (2005) notaram que a presenca de
FMA pode ser estritamente necessaria para uma nodulagdo satisfatoria e crescimento das
leguminosas arbdreas P. gonoacantha e P. paniculata.

De acordo com Gupta et al. (2000), a planta micorrizada obtém varias vantagens, como
o alivio do estresse hidrico; protecdo contra patdgenos da raiz como nematoides, fungos e
bactérias; tolerancia a metais toxicos, a condi¢Ges de altas ou baixas temperaturas, a salinidade
elevada no solo e a extremos de pH, além da melhoria da agregacédo de particulas do solo.
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CAPITULO I - CARACTERIZACAO QUIMICA, FISICA E QUANTIFICACAO DE
FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES E RIZOBIOS EM SUBSTRATOS DE
AREAS DEGRADADAS PELA EXPLORACAO DE PETROLEO NA CAATINGA
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RESUMO

O objetivo deste capitulo foi quantificar esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e
estirpes de rizobios eficientes em fixar nitrogénio presentes em jazidas de picarra e locagdes de
exploracdo de petréleo descomissionadas, no bioma Caatinga no estado do Rio Grande do
Norte. Foram coletadas amostras de picarra (0 a 10 ¢cm) tanto no periodo seco (junho a
dezembro) quanto no periodo chuvoso (janeiro a maio) provenientes de duas jazidas de picarra,
uma base de pogo e uma central de residuos. Em paralelo, foram também coletadas amostras
de topsoil de areas anexas com vegetacdo nativa. Foram determinados os teores de
macronutrientes, matéria organica e a classe textural das amostras. Um ensaio utilizando
amostras provenientes do periodo seco e um com amostras do periodo chuvoso foram
conduzidos em casa de vegetacdo, visando obter o nimero mais provavel (NMP) de células
viaveis de rizobio. As unidades experimentais consistiram de garrafas de vidro de 600 mL com
tiras de feltro inseridas em solucdo nutritiva de Norris isenta de nitrogénio. Foram utilizadas
como plantas isca as leguminosas arboreas Mimosa tenuiflora (Mart.) Benth. (jurema-preta) e
Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabia), sendo suas sementes pré-germinadas inoculadas com
diluicBes seriadas das amostras das areas de estudo. Apds 40 dias do processo de inoculagéo,
cada planta foi retirada da garrafa e referida como “positiva”, quando houve presencga de um ou
mais nodulos, e “negativa”, quando ndo observou-se nenhum nédulo formado. Os esporos de
FMA foram extraidos das amostras pelo método de peneiramento Umido e posteriormente
quantificados e identificados em lupa estereoscépica. A caracterizacdo quimica das amostras
revelou menores teores de nutrientes e matéria organica nas amostras de picarra em relagao as
provenientes de remanescentes de vegetacdo nativa. Todas as amostras apresentaram
percentuais de areia superiores a 50%, sendo classificadas com textura franca ou arenosa. O
NMP de rizébios se mostrou relativamente baixo em todas as areas com densidade inferior a
102 células/g solo. Os valores de NMP também foram irregulares quanto ao sitio e periodo
analisado, sendo muito baixos no periodo seco e maiores no periodo chuvoso. Também nao foi
possivel identificar uma maior densidade de rizébios no topsoil em relagéo a picarra, com base
no método do NMP. Em geral, a maior quantidade e diversidade de esporos de FMA foi obtida
a partir das amostras provenientes de areas de vegetacdo nativa coletadas no periodo seco, com
predominio de Glomus sp. O numero médio de esporos, entretanto, foi inferior a 100 esporos/50
cm?® de solo. Os resultados desse estudo demonstram que tanto o substrato de picarra quanto o
topsoil de areas com vegetacdo nativa possuem baixa densidade de células viaveis de rizébios
e de esporos de FMA. Estudos adicionais devem ser conduzidos para verificar se essa baixa
densidade de propéagulos ira refletir em baixa taxa de colonizacdo de plantas nativas
introduzidas na revegetacao de areas degradadas da Caatinga.

Palavras-chave: exploracdo de picarra, fixacdo biologica de nitrogénio, fungos micorrizicos
arbusculares.
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ABSTRACT

The objective of this chapter was to quantify spores of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and
rhizobia strains efficient in fixing nitrogen present in picarra mines and decommissioned oil
exploration locations in the Caatinga of the state of Rio Grande do Norte. Picarra samples (0 to
10 cm) were collected both in the dry period (june to december) and in the rainy season (january
to may) from two mines, a pump jack base and a waste deposit. In parallel, topsoil samples
were also collected from adjacent areas with native vegetation. The contents of macronutrients,
organic matter, and the textural class of the samples were determined. An assay using samples
from the dry period and one with samples from the rainy season were conducted in greenhouse
to obtain the most probable number (MPN) of viable rhizobial cells. The experimental units
consisted of 600 mL glass bottles, with felt strips inserted in a Norris nitrogen-free nutrient
solution. The tree legumes Mimosa tenuiflora (Mart.) Benth. (jurema-preta) and Mimosa
caesalpiniifolia Benth. (sabia) were used as bait plants. Pre-germinated seeds were inoculated
with serial dilutions of the samples from the study areas. After 40 days of
inoculation, each plant was removed from the bottle and referred to “positive” when there
was the presence of one or more nodules, and "negative" in the absence of nodules. The AMF
spores were extracted from samples using the wet sieving method and then quantified and
identified in a stereoscopic microscope. The chemical characterization of the samples revealed
lower contents of nutrients and organic matter in the picarra in relation to topsoil from remnants
of native vegetation. All samples presented sand percentages higher than 50%, being classified
with a sandy texture. The rhizobium MPN was relatively low in all areas with a density of less
than 102 cells/g soil. MPN values were also irregular regarding the site and period analyzed,
being lower in the dry period than in the rainy season. It was also not possible to identify a
higher density of rhizobia in the topsoil relative to the picarra, based on the MPN method. In
general, the greatest amount and diversity of AMF spores was found in samples from native
vegetation areas collected during the dry period, with predominance of species of the Glomus
genus. The average number of spores, however, was less than 100 spores / 50 cm® of soil. The
results of this study demonstrate that both the substrate of picarra and topsoil of areas with
native vegetation have low density of viable cells of rhizobia and spores of AMF. Additional
studies should be conducted to verify if this low density of propagules will reflect in low rate
of colonization of native plants introduced for the revegetation of the Caatinga degraded areas.

Keywords: pigarra exploration, biological nitrogen fixation, arbuscular mycorrhizal fungi.
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4 INTRODUCAO

A produgido de petréleo em terra firme (“on shore”) é uma das principais atividades
econémicas do Estado do Rio Grande do Norte. Segundo o Boletim da Producéo de Petroleo e
Gés Natural publicado pela ANP (2017), o Estado apresenta 75 campos de extracéo de petrdleo
e géas natural, sendo o quarto maior produtor do Brasil.

Um dos principais impactos ambientais da exploracdo e producéo de petréleo em terra
decorre da exploracao de picarra em diversas jazidas de tamanho que normalmente varia de 2
a 10 ha. A picarra constitui-se em um material de subsolo composto principalmente por silte,
areia e cascalho, o qual € usado para a terraplanagem de locac6es de exploracdo e producdo,
aterros e construcao de estradas de acesso as instalacdes (CHAER et al., 2011). O processo de
mineracdo consiste na retirada da vegetacdo nativa e extracdo de picarra a uma profundidade
de 2 a 10 m. Ao fim da atividade de mineragéo, a topografia da jazida escavada deve ser
suavizada e a area revegetada com vegetacdo nativa. Da mesma forma, areas que receberam a
picarra e foram descomissionadas, como bases de poco e centrais de residuos, devem ser
revegetadas. Nessas areas a intervencao antropica se faz necessaria para a melhoria do ambiente
quimico, fisico e bioldgico do solo, como também pela selecdo e introducdo de espécies
adaptadas, capazes de restabelecer os processos de sucessdo natural.

A avaliacdo da qualidade do solo atraveés do comportamento dos atributos fisicos e
quimicos em diferentes situacdes e praticas de manejo constitui a base para a identificacdo de
alternativas sustentaveis ajustadas a condicdo semiarida, bem como métodos para estimar a
atividade microbiana em solos destas areas sdo fundamentais no monitoramento ambiental e
recuperacdo de areas degradadas (PEREIRA et al., 2004; DANTAS, 2012).

Estudos tém demonstrado que a Caatinga esta entre os biomas menos conhecidos da
América do Sul, o que por si sO justifica a necessidade de se ampliar rapidamente o
conhecimento sobre a distribui¢do dos organismos e sua organiza¢do em comunidades dentro
deste sistema (FERREIRA, 2010). Segundo Neto (2013), a importancia da realizacdo das
analises de atributos quimicos, fisicos e bioldgicos, deve-se ao conhecimento necessario das
suas potencialidades e limitacGes. Dessa forma pode-se garantir o bom desempenho do solo no
proposito ao qual foi designado: a producdo vegetal. Doran e Parkin (1994) afirmam que a
qualidade desses atributos propicia condices adequadas para o crescimento e o
desenvolvimento das plantas e para a manutencdo da diversidade de organismos que habitam o
solo.

Estudos como os de Macedo et al. (2008) e Chaer et al. (2011) evidenciam o éxito na
utilizacdo de espécies de leguminosas arbdreas, associadas a bactérias fixadoras de nitrogénio
e fungos micorrizicos arbusculares (FMA), na recuperacdo de areas degradadas por atividade
de mineragcdo. A utilizagdo destes organismos que se associam simbioticamente a plantas
leguminosas tem sido recomendada para serem introduzidas em areas com problemas edaficos
de ordem fisica, quimica e biolégica (RODRIGUES et al., 2006).

Atualmente ha caréncia de informacgdes sobre a recuperacdo de areas que tiveram o
horizonte superficial removido por atividades de mineracdo no bioma Caatinga. Lima (2012)
avaliou espécies que melhor se adaptam a condi¢do de substrato de jazidas de picarra em
ambiente semiarido apds a adigéo de solo superficial e esterco bovino. Contudo, pouco se sabe
sobre o a influéncia do uso de solo superficial sobre 0 componente microbiologico do sistema,
refletindo em maior vigor de plantas destinadas a recuperacao de areas degradadas por extracdo
de picarra.

Desta forma, o objetivo deste capitulo foi caracterizar a fertilidade e a textura do
substrato de areas degradadas por extracdo de picarra e do solo de areas de remanescente
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florestal nativo do bioma Caatinga, bem como quantificar nas areas estudadas bactérias
fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares que se associam a duas espécies de
leguminosas arbdreas nativas do bioma. Os resultados deste estudo poderédo gerar informacdes
acerca da potencialidade do material advindo da remogédo de horizontes superficiais para

extracao de picarra, como fonte de indculos para a revegetacdo de areas degradadas por esta
atividade.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Caracterizacdo das areas de estudo

As areas de estudo constituiram-se de quatro locacdes descomissionadas sendo duas
jazidas de exploragdo de picarra, uma base de poco e uma central de residuos (Tabela 1). As
bases de pogo constituem-se em areas com 3.000 a 4.000 m? terraplanadas com picarra, onde é
feita a perfuracdo do poco e a instalacdo da estrutura de bombeamento do petréleo. As centrais
de residuos compreendem é&reas escavadas e impermeabilizadas com manta destinadas a
recepcdo do cascalho de perfuracdo (material de subsolo contaminado com o6leo e cloreto de
bario). Quando cheias, as cavas recebem uma camada de 2 a 3 m de pigarra para posterior
revegetacao.

O clima da regiéo ¢ do tipo BSwh’ (quente e seco com estacdo chuvosa de janeiro a
maio e estacdo seca de junho a dezembro) de acordo com a classificagdo de Koppen (1948). A
temperatura média anual é de 27,4 °C, apresentando precipitacdo anual média de 673 mm, com
clima seco durante 7 a 8 meses (CARMO FILHO; OLIVEIRA, 1995). Destaca-se que 0sS
ultimos cinco anos apresentaram precipitacdo abaixo da média historica, variando entre 400
mm e 450 mm. A descricdo das areas de estudo apresenta-se na Tabela 1.

Tabela 1. Identificagdo e localizagdo das areas de estudo.

Area Coordenadas Geogréficas Municipio

Central de Residuos 5°24°S; 36°54°0 Acu

Base de pogo 5°21°S; 36°54°0 Acu

Jazida J1 5°24°S; 36°53°0 Acu

Jazida J2 5°15°S; 36°34°0 Alto do Rodrigues

5.2 Coleta e processamento de amostras de solo e substrato

As amostragens foram realizadas nas areas de estudo identificadas na Tabela 1 e em
areas adjacentes a estas contendo vegetacdo nativa de Caatinga. Em cada local foram coletadas
trés amostras compostas, cada uma obtida em um transecto de aproximadamente 30 m. Ao
longo de cada transecto foram coletadas seis amostras simples da camada de 0 a 10 cm de
profundidade para as analises bioldgicas, e 0 - 20 cm para as analises quimicas e fisicas. As
coletas foram realizadas em novembro de 2016 (estacdo seca) e abril de 2017 (estacdo chuvosa).

As amostras foram peneiradas no ato da coleta em peneira com malha de 4 mm,
acondicionadas em sacos plasticos identificados e encaminhadas para o Laboratério de
Leguminosas Florestais da Embrapa Agrobiologia. As amostras destinadas as analises
bioldgicas foram mantidas sob refrigeracdo a 4 °C.

5.3 Andlise de fertilidade

A analise de fertilidade das amostras foi realizada no Laboratorio de Quimica Agricola
da Embrapa Agrobiologia. Os nutrientes Ca e Mg foram analisados segundo o método de
absorcdo atdmica; Al e H+Al por titulagdo; K por fotometria de chama; N pelo método Kjedahl,
P pelo método colorimétrico; pH por potenciometria e MO pelo método de Walkey e Black
(NOGUEIRA; SOUZA, 2005).
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5.4 Analise textural

A andlise textural dos solos e substratos coletados foi realizada conforme metodologia
adaptada de Ruiz (2005). Inicialmente as amostras foram peneiradas em peneira de malha de 4
mm, visando a remocdo de particulas grosseiras e restos vegetais. De cada amostra de
solo/substrato, foram pesados aproximadamente 10 g de TFSA, com aproximacdo de 0,01 g.
Apos, acrescentou-se 50 mL de solucdo dispersante de NaOH 0,1 mol L™ e 150 mL de agua
destilada, agitando-se a suspensdo com auxilio de bastdo de vidro, deixando-a posteriormente
em repouso por 12 horas.

Em seguida, as amostras foram transferidas para um agitador de Wagner, sendo
dispersadas por agitacdo a 60 rpm por um periodo de 16 horas. Posteriormente, as amostras
foram colocadas em provetas de 500 mL, sendo este volume completado com &gua destilada.
Para obter o tempo de sedimentacao das amostras utilizou-se a Lei de Stokes, a qual determina
este tempo em funcdo da temperatura das suspensdes das provetas. Com temperatura aferida
em 29 °C, as suspensoes (fracdo silte + fracdo argila) foram agitadas nas préprias provetas e
colocadas em sedimentacdo por 3 horas e 15 minutos.

Decorrido esse tempo, foram pipetados e adicionados a um Becker 20 mL da suspenséo
(fracdo argila) coletada nos 5 cm superficiais da proveta. O Becker por sua vez, foi levado a
estufa por 24 horas a uma temperatura de 105 °C. Em seguida, estes foram pesados em balanca
analitica com quatro casas decimais, obtendo-se o peso da fragdo argila. A suspenséo restante
na proveta foi peneirada com malha de 0,053 mm, lavada e transferida para cadinho de
aluminio. Estes foram colocados em estufa a 105 °C por 24 horas, para a determinacao da fracdo
areia. O peso da fracdo silte foi determinado por diferenca.

5.5 Caracterizacdo biologica das amostras de picarra e de solo de remanescentes de
vegetacao nativa do bioma Caatinga — RN

A caracterizacao bioldgica das amostras foi realizada com a finalidade de quantificacédo
da densidade da microbiota do solo composta por fungos micorrizicos arburculares (FMA’s) e
bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas, aqui generalizadas como rizébios.

A determinacéo da densidade de rizobios presentes nas amostras de substratos de picarra
e solos de remanescentes florestais nativos da Caatinga em estudo foi realizada através da
metodologia do nimero mais provavel (NMP), e a avaliagdo da presenca de FMA nos solos e
substratos coletados foi realizada através da extracdo, contagem e identificacdo taxondmica dos
esporos de fungos.

5.5.1 Determinacdo da densidade de rizébios

O numero mais provavel (NMP) de células vidveis de rizobios nas amostras de
substratos de pigarra e nas amostras de solo dos remanescentes de vegetagédo nativa de Caatinga
foi estimado pela inoculagdo de leguminosas hospedeiras (plantas isca) crescendo em meio
estéril inoculado com aliquotas de diluicBes seriadas de amostras de cada solo/substrato
(VINCENT, 1970; BROCKWELL, 1982). O método NMP parte da suposi¢édo de que, existindo
pelo menos uma célula viavel de rizébio, ocorrera a sua multiplicacao no sistema radicular com
formacgéo de nodulos na planta hospedeira (ANDRADE; HAMAKAWA, 1994).

As leguminosas arboéreas utilizadas como plantas isca foram a Mimosa
tenuiflora (Mart.) Benth. (jurema-preta) e a Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabia).
Inicialmente, as sementes foram escarificadas com &cido sulfurico concentrado (H2SO4 98%)
por 5 e 6 minutos respectivamente (ARAUJO, 1983; PASSOS et al., 2007) e esterilizadas com
peroxido de hidrogénio (H20. 30%) por 2 minutos, sendo posteriormente lavadas
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abundantemente com agua esterilizada. Apos este processo, as sementes foram dispostas em
caixas plasticas de germinagdo do tipo “gerbox”, previamente desinfestadas com hipoclorito de
sodio (NaClO 0,5%), contendo areia autoclavada como substrato. Em seguida, as caixas
contendo areia e sementes foram umedecidas com agua estéril e incubadas em camara
germinadora a 30°C.

Para a acomodacdo e crescimento das sementes pré-germinadas, foram preparadas
garrafas de vidro com duas tiras de papel feltro (absorvente) inseridas em seu interior, sendo
fixadas as bordas das garrafas com auxilio de fita crepe, de modo que estas encostassem no
fundo da garrafa. A cada garrafa foi adicionado 300 mL de solucdo nutritiva de Norris, isenta
de nitrogénio (GRUZMAN; DOBEREINER, 1968). Uma pequena porcdo de algodao foi
utilizada para melhor acomodacdo das sementes pré-germinadas na por¢do superior das
garrafas, de modo a favorecer o crescimento da plantula entre as duas folhas do papel.
Posteriormente, os gargalos das garrafas foram cobertos com folha de aluminio, sendo as
garrafas autoclavadas a 121°C por 30 minutos para a esterilizacdo do material.

Apds o preparo destas, preparou-se uma solucao diluente de NaCl 0,85%, utilizada para
0 preparo da suspensdo de inoculo. Colocou-se 90 mL da solugdo diluente em oito frascos
Erlenmeyer de 250 mL juntamente com pérolas de vidro, sendo um frasco para cada amostra
de solo/substrato estudada. Também foram preparados tubos de ensaio de 20 mL de volume,
com 9 mL da solucdo diluente, sendo fechados e autoclavados posteriormente, para serem
usados nas diluicdes seriadas.

Com o material preparado para a realizacdo das dilui¢Bes seriadas, foram adicionados
10 g de cada uma das oito amostras de substrato/solo nos frascos Erlenmeyer contendo a
solugdo diluente. Estes frascos Erlenmeyer consistiram entdo da primeira diluicio (10). Em
seguida, agitou-se a suspensao por 30 minutos em agitador vortex, sendo 1 mL do sobrenadante
transferido para um tubo de ensaio contendo 9 mL da solucdo diluente esterilizada (diluicdo 10
2), O tubo foi agitado em agitador vortex por 30 segundos, sendo 1 mL transferido para outro
tubo e assim sucessivamente de modo a obter dilui¢des até 10° para as amostras de solo
coletadas na estagdo seca e 107 para amostras de solo coletadas na estagdo chuvosa. Para 0s
substratos provenientes das areas de exploragdo de picarra as dilui¢des foram até a base 10 na
estacdo seca, e 10 na estacdo chuvosa, pressupondo baixa concentracéo de células de rizdbios.

Para a realizacdo de todas as transferéncias de suspensao entre tubos para as diferentes
diluicdes, foram utilizadas pipetas automaticas e ponteiras autoclavadas, sendo estas trocadas a
cada diluicéo.

A inoculacdo das plantulas foi realizada dois dias ap0s seu estabelecimento em casa de
vegetacdo. Foram transferidas aliquotas de 1 mL das dilui¢cbes por plantula para a regido da
radicula estabelecida sobre o algoddo. As dilui¢cbes de cada material foram avaliadas em
triplicata.

Apbs 40 dias do processo de inoculacdo, as plantas foram retiradas das garrafas e
referidas como positivas ou “sucesso”, quando houve presenca de um ou mais nodulos e
negativas ou “insucesso”, quando ndo observou-se nenhum nodulo formado. Assim, a partir da
ocorréncia de casos positivos ou negativos em cada uma das diluicdes das suspensdes
inoculadas, estimou-se 0 NMP de células viaveis por grama de solo/substrato de cada amostra
utilizando o software NMPES, que obtém tais resultados de forma computadorizada e
automatica.

Segundo Cochran (1950), o método NMP baseia-se em duas premissas para estimar a
densidade de células viaveis de rizobios: 1- os organismos na solugdo tém distribuicdo
homogénea e aleatoria e; 2- ndo existe interacdo entre os mesmos. Além destas premissas, duas
condicBes devem ser assumidas para a validacdo do método: ao menos em um caso deve ocorrer
desenvolvimento microbiano e a0 menos em um caso ndo deve ocorrer desenvolvimento
microbiano.
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5.5.2 Extracdo, contagem e identificacdo de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA)

A partir de cada amostra de solo/substrato, foram retirados 50 cm?® de terra para a
extracdo, contagem e identificagdo taxonomica dos esporos dos FMA’s, seguindo a técnica de
peneiramento Umido (GERDERMANN; NICOLSON, 1963).

Inicialmente, as amostras foram peneiradas em peneira com malha de 2 mm e secas ao
ar por 12 horas. Em seguida, as mesmas foram transferidas para recipientes plasticos e lavadas
quatro vezes, sendo o sobrenadante resultante de cada lavagem passado em peneiras de malhas
0,71, 0,25 e 0,053 mm, consecutivamente. O material retido na peneira de malha mais fina foi
acondicionado em tubos do tipo “falcon”, tendo seus volumes equilibrados com agua destilada,
sendo posteriormente centrifugados por 3 minutos a 706 RCF.

Apls a centrifugacdo dos tubos, o sobrenadante dos mesmos foi removido
cuidadosamente, sendo adicionada a estes uma solucéo de sacarose a 50% (JENKINS, 1964),
sendo homogeneizado o contetido dos tubos com auxilio de um bastdo de vidro. Posteriormente,
as suspensdes formadas foram centrifugadas por 2 minutos a 314 RCF, sendo o sobrenadante
resultante contendo os esporos drenado e lavado cuidadosamente com agua destilada na peneira
de menor malha (0,053 mm).

Imediatamente apds o procedimento da extracdo dos esporos de FMA, cada amostra foi
transferida para placas de Petri canaletadas sendo entéo realizada a contagem dos esporos de
fungos com auxilio de lupa estereoscépica.

Ap0s a contagem, os esporos foram transferidos para uma placa de Petri onde foram
separados e divididos em dois grupos: um grupo disposto em lamina com alcool polivinil em
lactoglicerol (PVLG) sob uma laminula, e 0 outro grupo disposto na mesma lamina, porém com
reagente de Melzer sob outra laminula.

Os esporos foram observados em microscépio binocular com iluminagdo de campo
claro. A identificacdo das espécies de FMAs foi realizada de acordo com Schenck e Perez
(1988) e utilizando a descricdo morfoldgica disponivel na internet, na pagina da International
Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (http://invam.caf.wvu.edu/). Os caracteres
taxondmicos observados foram: nimero e tipo de camadas das paredes dos esporos e sua reagdo
ao reagente de Melzer; caracteristicas das paredes internas, quando presentes; morfologia da
hifa de sustentacdo do esporo; e variacdo da cor e tamanho dos esporos.

Na estrutura das comunidades de FMA’s nas diferentes jazidas estudadas e nas areas
adjacentes de vegetacdo nativa considerou-se a abundancia e a riqueza de espécies. A
abundancia de esporos para cada espécie foi medida através de contagem direta dos esporos
extraidos das amostras de campo, e a riqueza de espécies foi estimada através da contagem do
namero de espécies presentes em cada amostra.

5.6 Analise dos dados

Os teores de macronutrientes das amostras estudadas foram analisados de modo
qualitativo, assumindo os limites estabelecidos pelas recomendagOes de adubagédo e calagem
para o estado do Ceara, elaborado por Fernandes (1993) e para o estado de Pernambuco, por
Cavalcanti (1998).

As analises texturais foram realizadas segundo o triangulo textural da Embrapa (1997).

A aplicacdo da técnica do nimero mais provavel para a analise de densidade de rizobios
compreendeu as coletas realizadas na estacdo seca (junho a dezembro) e chuvosa (janeiro a
maio), sendo estimado o nimero de células viaveis por grama de solo/substrato estudado, bem
como calculado os intervalos de confiancga para as estimativas a 95% de probabilidade.
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Os fungos micorrizicos arbusculares foram analisados de forma quantitativa mediante a
contagem direta dos esporos obtidos em cada area de estudo e por época de amostragem.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracteristicas quimicas das amostras

Os resultados da analise de fertilidade sdo apresentados na Tabela 2. Em geral, a
fertilidade foi inferior na picarra em relacdo ao solo das respectivas areas adjacentes com
vegetacdo nativa, como indicado pelos menores valores de bases trocaveis, nitrogénio e matéria
organica nas amostras de picarra. Esse padrdo é esperado em funcdo da picarra se tratar de
material de subsolo, praticamente desprovido de matéria organica.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas* de amostras provenientes dos substratos de jazidas de picarra e solo
de remanescentes de vegetacdo nativa do bioma Caatinga — RN, na profundidade de 0-20 cm.

. . pH P K Ca* Mg* AP N MO
Area Material (H20) mg/L cmol/dms---- % %
Central de picarra 6,95 1,86 52254 6,03 153 0,00 0,03 0,20
Residuos solo 7,78 2446 36257 823 1,07 000 0,17 1,73
Base de Poco picarra 4,94 2,00 4431 061 043 0,02 0,02 024
solo 5,68 6,98 7480 257 0,74 0,00 0,08 0,80
Jazida J1 picarra 8,10 958 126,12 552 241 0,00 0,01 0,20
solo 747 26,71 236,17 945 135 0,00 0,14 1,11
Jazida 12 picarra 4,56 151 138,09 3,86 6,23 226 006 044
solo 6,77 368 146,84 341 1,08 0,00 0,10 0,86

“pH (potenciometria), P (colorimetria), K (fotometria de chama), Ca e Mg (absorcdo atomica), Al
(titulagdo) e N (Kjedahl) (EMBRAPA, 2005).

Deve ser observado, entretanto, que apenas nas jazidas (J1 e J2) a picarra é autoctone,
enquanto que na Base de Poco e na Central de Residuo a picarra é proveniente de outros sitios,
muito provavelmente de alguma das jazidas de picarra das proximidades. Logo, os resultados
para a picarra na Base de Pocgo e na Central de Residuos ndo devem ser interpretados como
alteracdes decorrentes da extracdo de material da area, mas, ao contrario, de deposicdo de
material aloctone na érea.

Os resultados também demonstram uma grande variacdo da fertilidade da picarra das
diferentes areas. Por exemplo, a picarra da jazida J2 e da Base de Poco (BP) apresentam pH
acido e presenca de Al disponivel, enquanto que na jazida J1 e na Central de Residuos (CR) o
pH varia de neutro a alcalino e auséncia de Al. Este fato esta possivelmente relacionado ao tipo
de material que comp®e a picarra encontrada nessas areas.

Os resultados corroboram com os de Artur et al. (2014), que encontraram em seu estudo
teores de Al trocavel muito baixos; fato associado a solos de clima semiarido, em que o0s teores
deste cation ndo séo expressivos, bem como valores de pH do solo acima de 5,5, tipico de solos
de origem calcaria. Segundo Corréa et al. (2003), valores de pH variando de neutro a
alcalinidade baixa possivelmente estdo relacionados aos altos teores de bases trocaveis e a quase
auséncia de H+Al, sendo frequentemente observados em solos de regides semiaridas.

Segundo Fernandes (1993), os niveis de K e Mg séo classificados como altos ou muito
altos em todas as areas amostradas (superiores a 91 mg/L para K e maiores que 1 cmolc/dm3
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para Mg), com excecéo da jazida Base de Pogo e sua vegetacdo nativa ajacente. J& os teores de
Ca variaram de baixo a alto, sendo os valores mais elevados encontrados na Central de Residuos
eJ1.

Araljo e Oliveira (2003), estudando a variabilidade espacial de célcio, magnésio,
fosforo e potassio em solos das regides oeste do baixo Agu também observaram elevadas
concentracdes de célcio e magnésio.

A picarra das jazidas Central de Residuos e J1 é notavelmente mais clara, com cor
tendendo para o bege, e podem ser encontradas rochas calcarias na forma de fragmentos ou
afloramentos (Figura 1). Também é muito comum a presenca de seixos na composicdo da
picarra destas jazidas. Em contraste, a picarra da Base de Poco e da J2 é avermelhada em fungédo
da abundéncia de material ferruginoso, sendo a fracdo pedregosa de gramatura inferior e
irregular comparada a CR e a J1, ndo havendo a presenca de seixos ou calcério (Figura 1).

Em estudo sobre variabilidade espacial dos atributos quimicos do solo associada ao
microrrelevo na Chapada do Apodi em Limoeiro do Norte - CE, Artur et al. (2014) constataram
que a reacdo alcalina do solo destes locais se deve a presenca de carbonatos provenientes do
material de origem. Os autores relataram que solos de origem calcaria tém como caracteristica
valores elevados de pH e alto teor de calcio.

Os teores de P foram notadamente elevados nos solos da CR e da J1 (entre 21 e 40
mg/L), porém baixos nos demais solos e nas areas de picarra. Em termos gerais, 0s teores de P
das jazidas se mostraram inferiores aos encontrados nas areas de vegetacdo nativa, tornado este
nutriente potencialmente limitante ao desenvolvimento vegetal. A deficiéncia de P é apontada
como uma das principais limitagdes encontradas nos solos do semiérido (FRANCELINO et al.,
2005). Solos com concentragdes de fosforo inferiores a 9 mg dm de solo so considerados de
baixa disponibilidade, com base nos critérios de recomendac¢des de adubacao para o estado de
Pernambuco; aqueles entre 9-25 mg P dm™ sio classificados como médios e aqueles com
concentragdes superiores a 25 mg P dm, como altos (Cavalacanti, 1998). No que concerne ao
ciclo do fdsforo, a condi¢do de semiaridez impde restricbes na intensidade e alcance dos
processos que atuam nessa ciclagem, mas ndo necessariamente na natureza dos mesmos, em
relagdo as regides com maior disponibilidade de 4gua (SALCEDO, 2006).

Os resultados obtidos por Fraga e Salcedo (2004) corroboram com os do presente
estudo, mostrando claramente a situacao de deficiéncia generalizada de P disponivel nos solos
da regido semidrida, que associada a longos periodos com deficiéncia hidrica, compromete a
acumulacdo de matéria organica.

21



N TR A
o .
.

JazidaJ1  [OSRRN S Central de Residuos

Figura 1. PadrGes de tipos de pigarra encontrados nas areas de estudo. Nota-se a colora¢do mais clara
da picarra encontrada na jazida J1 e na Central de Residuos em contraste com a coloracdo mais
avermelhada da jazida J2 e Base de Poco.

Esses resultados mostram que as picarreiras comparadas ao solo de area nativa
apresentam menor estoque de MO, N e P. Logo, a retirada da camada fértil das areas a serem
exploradas tem influéncia direta na fertilidade do solo, como pdde-se observar através das
diferengas nos teores dos atributos quimicos das areas mineradas ou de deposicao de sedimentos
residuais em relacdo a areas de vegetagdo nativa.

6.2. Caracterizacdo textural das amostras

A caracterizacdo fisica das amostras estudadas foi realizada através de analises dos
teores de areia, silte e argila. A partir desses resultados pode-se classificar a textura das mesmas
conforme o triangulo textural da Embrapa (1997), evidenciado na Tabela 3.

Tabela 3. Classificacao textural e percentuais de areia, silte e argila das amostras de solo/substrato.

Area Material % Areia % Silte % Argila Textura
Central residuos picarra 55,43 20,09 24,47 Franca
solo 87,40 11,85 0,74 Arenosa

Base de Poco picarra 85,67 8,43 5,89 Arenosa
¢ solo 91,87 6,29 1,85 Arenosa
. picarra 86 6,15 7,84 Arenosa
Jazida J1 solo 79,96 15,21 4,82 Arenosa

. picarra 53,77 17,42 28,79 Franca
Jazida J2 solo 82,71 9,56 772 Arenosa

Todas as amostras apresentaram percentuais de areia superiores a 50%, sendo
classificadas com textura franca ou arenosa. Os percentuais de argila foram muito baixos em
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todas as amostras a excecdo da picarra da CR e da J2 que foram de 24,5% e 28,8%,
respectivamente. Espera-se que maiores teores de argila nestes locais possam influenciar o
desenvolvimento vegetal e a revegetacdo dessas areas, uma vez que podem proporcionar maior
retencdo e armazenamento de &gua, fator de maior importancia na regido semiarida.

6.3 Quantificacdo de rizdbios nas amostras

N&o foram detectados rizébios na Central de Residuos e na Base de Pogo, bem como
nas areas de vegetacao nativa adjacentes a estas durante a estacdo seca, com base na utilizacdo
de jurema-preta (M. tenuiflora) e sabia (M. caesalpiniifolia) como plantas isca (Figuras 2 e 3).
Para esta estacdo, também ndo foram encontradas celulas de rizébios quando inoculadas
amostras de solo provenientes de vegetacdo nativa adjacente a jazida J1 quando usado o sabia
como planta isca (Figura 2), sendo estimadas apenas 9 células/g de solo quando usada a jurema-
preta (M. tenuiflora) (Figura 3).

A maior densidade de rizébios para a estacdo seca foi observada na jazida J2 quando
utilizado o sabid como planta isca, sendo encontradas 21 células/g (Figura 2). Entretanto, o
NMP foi de apenas 3 células/g quando utilizada a jurema-preta (Figura 3).

Mimosa caesalpiniifolia - estacdo seca

450 -
400 -
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300 A
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0 4 4 4 4 4 4 *—
CRP CRMA BPP BPMA 1P J1 MA J2P J2 MA

NMP (n°células/g de solo)

Figura 2. Namero mais provavel (indicado pelos pontos no grafico) de células de bactérias por grama
de solo/substrato coletado em areas de exploracao e deposicdo de picarra (P) e em areas de mata nativa
adjacentes a estas (MA) na estacdo seca, utilizando Mimosa caesalpiniifolia como planta isca.
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Mimosa tenuiflora - estacdo seca
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Figura 3. Namero mais provavel (indicado pelos pontos no grafico) de células de bactérias por grama
de solo/substrato coletado em areas de exploracao e deposicdo de picarra (P) e em areas de mata nativa
adjacentes a estas (MA) na estacao seca, utilizando Mimosa tenuiflora como planta isca.

Observa-se pela sobreposicao dos intervalos de confianga que ndo existem diferencas
significativas entre as estimativas obtidas para as jazidas que apresentaram contagem de
rizobios. Os valores encontrados em J2 podem ser considerados baixos, indicando uma baixa
carga de bactérias do grupo rizobio nas amostras coletadas na estacao seca quando utilizada a
jurema-preta como planta isca. Apesar desses resultados serem coerentes para as amostras de
picarra, em razdo de se tratar de material de subsolo e ainda pouco exposto a colonizacdo
vegetal, os baixos valores obtidos para as amostras de solo coletadas em areas com vegetacao
nativa foram inesperados para esta época de coleta.

Os dados obtidos a partir das amostras coletadas no periodo das chuvas apresentaram
em geral valores de NMP maiores em relacdo aos da época seca. Entretanto, nas areas Central
de Residuos e Base de Poco observou-se presenca de rizobio apenas em amostras de picarra
tendo o sabid como planta isca.

Mimosa caesalpiniifolia - estacdo chuvosa
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NMP (n°élulas/g solo)

Figura 4. Numero mais provavel (indicado pelos pontos no grafico) de células de bactérias por grama
de solo/substrato coletado em &reas de exploracao e deposicdo de picarra (P) e em areas de mata nativa
adjacentes a estas (MA) na estacdo chuvosa, utilizando Mimosa caesalpiniifolia como planta isca.
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Nos resultados de NMP para a jazida J1, nas duas épocas de amostragem (seca e
chuvosa), observa-se a ocorréncia de nodulacdo apenas de amostras de solo coletado em &reas
de remanescente florestal nativo, indicando assim carga microbiana diminuta ou ausente na area
de exploragdo mineral. Os resultados indicam que para as duas espécies de leguminosas
utilizadas, a estacéo chuvosa interferiu positivamente no aumento do potencial de fornecimento
de in6culo das areas de mata nativa adjacente a jazida J1, como observado nas Figuras 4 e 5.

De acordo com Schiavo (2005), a degradacdo do solo em areas de extracdo mineral
advém da remocdo da cobertura vegetal e das camadas de solo fértil superficial causando forte
impacto negativo na microbiota do solo, reduzindo o numero de bactérias, fungos
solubilizadores de fosfato e a atividade microbiana do solo. Desta forma, esperava-se encontrar
menor carga bacteriana em areas cujos remanescentes florestais foram removidos, fato este que
corrobora com os resultados obtidos para a jazida J1.

O comportamento das estimativas de rizébios para a jazida J1 em ambas as épocas de
coleta justifica-se devido a caréncia hidrica intensa da época seca, estdgio em que a carga
microbiana pode estar reduzida ao minimo em razdo da falta de umidade, reduzido aporte de
biomassa ao solo, elevada temperatura do topsoil, normalmente exposto aos raios solares.

Além da sazonalidade de chuvas, outros fatores podem influenciar nas estimativas de
densidade de rizébios. Segundo Lobo Junior et al. (2004) diferentes espécies da microbiota do
solo respondem de modo distinto a eventos como adi¢do de matéria organica, revolvimento,
cobertura do solo com palhada, compactacdo e aplicacdo de insumos, que estressam ou
estimulam os microrganismos.

Compant et al. (2010) ao estudarem a influéncia das mudancas climaticas sobre a
interacdo entre plantas e microrganismos, concluiram que as condi¢cdes ambientais podem
influenciar o ndmero de bactérias presentes em condi¢Bes de restricdo hidrica, sendo a
comunidade afetada em periodos ou regides mais secas.

Para a jazida J2 observou-se maior resgate de rizébios por parte da leguminosa M.
caesalpiniifolia Benth. (sabid) na captura de riz6bios com indculo produzido a partir de de
amostras de areas de Caatinga nativa (J2 MA) coletadas na estacdo chuvosa em relacdo a area
de picarra (J2 P) (Figura 4), e M. tenuiflora (Mart.) (jurema-preta) apresentando maior resgate
de rizébios com inéculo produzido a partir de area de exploracdo de picarra com coletas da
estacdo chuvosa (Figura 5).

Mimosa tenuiflora - estagdo chuvosa
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Figura 5. Namero mais provavel (indicado pelos pontos no grafico) de células de bactérias por grama
de solo/substrato coletado nas jazidas de exploracédo de picarra (P) e em areas de mata nativa adjacentes
a estas (MA) na estacéo chuvosa, utilizando Mimosa tenuiflora como planta isca.
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De acordo com Sousa (2007) a densidade de bactérias fixadoras de nitrogénio varia em
funcdo de caracteristicas edéaficas e climaticas especificas de cada ambiente. Segundo Silva
(2015), diversos fatores podem justificar a auséncia de fixacdo bioldgica de nitrogénio em
leguminosas nodulantes, que vo da auséncia de rizobios nativos competitivos e eficientes a
limitacGes ambientais, que restringem a nodulacéo ou a eficiéncia da simbiose. O mesmo autor
salienta que informagdes sobre as respostas das leguminosas nativas da Caatinga a variagoes
ambientais, em termos de desempenho simbiético, sdo escassas na literatura tornando limitada
a compreensao dos diversos fatores que podem interferir no processo de FBN na Caatinga.

Ferreira et al. (2012), ao avaliar o NMP de células da comunidade nativa de rizébio e a
eficiéncia simbiotica de estirpes de Cupriavidus necator tolerantes a zinco, cadmio, cobre e
chumbo em leucena, dormideira e sabid, verificaram que somente as plantas com suspenséo de
solo até a diluicdo 10 apresentaram nddulos em seu sistema radicular. A populagéo de rizobios,
calculada pelo método das dilui¢des sucessivas variou de: 9,1x10 a 1,9x10° rizbios g™! de solo
com L. leucocephala; 1,96x102 a 4,3x102 rizobios g”! com M. pudica; e 1,58x10% a 3,5x10°
rizébios g! com M. caesalpiniifolia. Os mesmos autores relataram que as populagdes nativas
apresentaram um grande nimero de células e foram eficientes em fixar N atmosférico, diferente
do presente estudo onde encontrou-se baixo quantitativo de células de rizobio g de solo.

Em geral, a espécie sabia apresentou maiores valores de NMP em relagdo a jurema-
preta, nodulando, na maioria dos casos, provavelmente com bactérias do género Burkholderia.
Em estudo recente sobre isolados de M. caesalpiniifolia Benth. de diferentes origens do
Nordeste do Brasil, foi constatado Burkholderia como o principal género de bactéria simbionte
nodulante nestas leguminosas (MARTINS et al., 2015). Segundo Santos et al. (2007), algumas
leguminosas restringem alguns grupos de rizobios e selecionam outros, indicando diferentes
niveis de especificidade das associagdes planta x bactéria.

6.4 Contagem e identificacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

O quantitativo de esporos de FMA obtidos a partir das amostras coletadas nas épocas
seca e chuvosa é apresentado na Figura 6. Os resultados demonstram que para todas as areas,
exceto na J2 na época seca, 0 numero de FMA foi superior nas areas de vegetacdo nativa
adjacente as areas de exploracdo mineral de picarra. A menor densidade de esporos foi
encontrada na picarra da Central de Residuos e a maior foi encontrada na mata adjacente a
jazida J1, em ambas as estacdes avaliadas.
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Numero de esporos de FMA - estagéo chuvosa (B)
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Figura 6. Numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (unidades/50 cm3 de solo/substrato)
obtidos a partir das coletas na estacdo seca (A) ou na esta¢do das chuvas (B). (CR: Central de Residuos;
BP: Base de Pogo; P: pigarra; MA: topsoil da mata nativa do bioma Caatinga).

Melo et al. (2011), ao avaliarem os efeitos da degradacdo do solo em areas de extracdo
de argila, constataram que a remocao dos horizontes superficiais do solo foi considerada um
dos pontos mais criticos da degradacdo para estas areas, devido aos problemas causados na
estrutura e na atividade bioldgica do solo. Estudos em regifes perturbadas pela extragdo mineral
mostraram que, em varias dessas areas, 0s FMA foram reduzidos ou eliminados (ALLEN,
1991).

Rodrigues et al. (2006) constataram que a retirada da camada de matéria organica
diminui a capacidade produtiva da area, uma vez que nela se encontra a reserva de nutrientes,
0s microrganismos promotores da ciclagem de nutrientes e 0s inéculos dos microrganismos que
vivem em simbiose com as plantas, resultando em um substrato praticamente estéril.

Ao estudarem os impactos da extracdo mineral sobre o potencial de infectividade de
fungos micorrizicos em area de Caatinga na Bahia, Silva et al. (2001) constataram que a
atividade mineradora causou sérios danos ao local, o que foi observado pelas baixas
diversidades vegetal e quantidade de esporos de FMA, quando comparado com area de
vegetacdo nativa. Segundo Melloni et al. (2003), a mineracdo de bauxita causa grande impacto
nas populacdes de FMAs devido a intensa movimentagdo e empilhamento de solo e & remocéo
da vegetacdo. Hart e Reader (2002), constataram que solos degradados apresentam baixo
potencial de inéculo de FMA, porém isso pode ser revertido com o tempo, em funcéo da alta
capacidade adaptativa desses microrganismos.

Pbde-se observar ainda uma consistente reducdo do nimero de esporos da estacéo seca
para a chuvosa (Figura 6). Esse padrdo pode estar relacionado & indugdo de esporulacdo por
parte dos FMA em periodos de estresse hidrico e favorecimento a germinacgéo destes em épocas
chuvosas (CAPRONI, 2001).

De acordo com Mohammad et al. (2003), a quantidade de esporos de FMA pode ser
influenciada por fatores inerentes ao solo, fenologia das plantas hospedeiras e pela
irregularidade das chuvas, caracteristica marcante de ambientes aridos e semiaridos. Souza et
al. (2003) estudando a diversidade de FMA em area de Caatinga do estado de Alagoas, também
registraram maior diversidade no periodo de estiagem em comparacgéo ao chuvoso.

Segundo Bashan et al. (2000), a baixa densidade de esporos é tipica de regides aridas e
semiaridas devido a presenca de especies de FMA com baixa capacidade de esporulacao nestes
ambientes. Em solos com baixos teores de P, ha maior tendéncia de associagdo destes
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organismos com leguminosas visando a absorcdo deste nutriente, sendo entdo os FMA,
encontrados sob outras formas de vida como hifas.

Ap0s estudar a ecologia e diversidade de FMA em éarea de Caatinga, Ferreira (2010)
constatou aumento de colonizagdo micorrizica no periodo chuvoso, estimulado pela condigéo
de maior precipitacdo pluviométrica no més da coleta das amostras, e maiores indices de
esporulacdo nos meses de estiagem. O mesmo autor ressalta que as flutuagbes climaticas
contribuem para alteracdes nas comunidades de FMA, com o periodo de estiagem estimulando
a esporulacéo.

Observa-se que para todas as jazidas, exceto em J2, o nimero de fungos micorrizicos
arbusculares foi superior nas &reas de mata nativa anexa as areas de exploracéo, sendo a maior
guantidade encontrada na mata anexa a jazida J1. De acordo com Carneiro et al. (1997), solos
que perderam sua camada fértil apresentam reduzidas quantidades de propagulos de FMA e
outros microrganismos, tornando importante a introducdo de indculos nestes solos do ponto de
vista ecoldgico e de grande interesse tecnoldgico.

A analise qualitativa dos esporos revelou a presenca de seis espécies de FMA nas areas
avaliadas, incluindo representantes dos géneros Glomus, Rhizophagus, Gigaspora e Ambispora
(Tabela 4). A maior diversidade foi encontrada na época seca, fato que coincide com o maior
quantitativo de esporos obtidos a partir das coletas nessa época. Na época chuvosa, as espécies
encontradas foram Glomus macrocarpum, Rhizophagus clarus e Gigaspora sp. Na época seca
adicionam-se a estas as espécies Ambispora leptoticha, Glomus clavisporum e Glomus
tortuosum.
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Tabela 4. Espécies de FMA identificadas nas amostras de solo/substrato coletadas na estacdo seca
(junho a dezembro) e chuvosa (janeiro a maio) em areas de exploracdo e deposicdo de picarra no Rio

Grande do Norte.

Espécies de FMA

Espécies de FMA

Area Material ) )
(estagdo seca) (estag@o chuvosa)
Central . Rhizophagus clarus; Glomus
. picarra Glomus macrocarpum
Residuos macrocarpum
Glomus macrocarpum;
solo Glomus macrocarpum
Glomus tortuosum
. Rhizophagus clarus; Glomus
Base de Poco  picarra Glomus macrocarpum
macrocarpum
solo Gigaspora sp.; Glomus Glomus macrocarpum;
clavisporum Gigaspora sp.
Jazida J1 pigarra Rhizophagus clarus Glomus macrocarpum
solo Glomus macrocarpum; Glomus macrocarpum;
Ambispora leptoticha Gigaspora sp.
. . Rhizophagus clarus; Glomus
Jazida J2 pigarra phag Glomus macrocarpum
macrocarpum
solo Rhizophagus clarus; Glomus Rhizophagus clarus; Glomus
macrocarpum macrocarpum

A ocorréncia de maior nimero de espécies pertencentes ao género Glomus corrobora
com os resultados de outros trabalhos realizados em regides semiaridas (SOUZA et al., 2003;
AGUIAR, 2004; SILVA et al., 2005). De acordo com Maia et al. (2006), em regides semiaridas
do mundo é comum a predominancia do género Glomus em relacdo aos demais, sendo esse um
dos géneros com maior nimero de espécies descritas. Carrenho (1998), ao estudar a influéncia
de diferentes espécies de plantas hospedeiras e fatores edaficos no desenvolvimento de FMA,
relatou que o género Glomus, apresenta alta capacidade de adaptacdo a solos submetidos a
diferentes variacOes e perturbacGes ambientais.

Em estudo sobre a ecologia e diversidade de FMA em area de Caatinga, Ferreira (2010)
também observou maior diversidade de esporos de FMA no periodo de estiagem, sendo
encontrados diversos géneros, dentre os quais se encontravam Gigaspora e Glomus. Os
resultados de Ferreira (2010) evidénciam ainda que, apesar das limitacbes ambientais da
Caatinga, este bioma possui alta diversidade de FMA, havendo possivelmente um grande
namero de novas espécies a serem descobertas no semiarido brasileiro.

Medeiros (2016), ao avaliar comunidades micorrizicas em tratamentos de restauragéo
ecologica da Caatinga, constatou que o tratamento que proporcionou maior beneficio a
comunidade de FMAs foi a transposicdo de serapilheira de uma area conservada.

A Figura 7 mostra o aspecto dos esporos de Rhizophagus clarus (A) e Glomus
macrocarpum (B), vistos sob microscopio binocular.
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Figura 7. Aspecto de esporos de Rhizophagus clarus (A — 100 a 260 um) e Glomus Jr‘ﬁ«:icrocarpum (B-
40 a 80 um), observados sob microscépio.
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7 CONCLUSOES

A exploracdo mineral de picarra contribui para a reducéo do teor nutricional nas jazidas
e areas de deposicdo desse material em relacdo ao solo com vegetagdo nativa das areas
adjacentes a estas.

O fornecimento de propagulos de rizobios por parte das amostras coletadas nas jazidas
de exploracdo de picarra e em areas de vegetacdo nativa adjacentes a estas se mostrou
dependente do sitio analisado.

A época de coleta de amostras (seca e chuvosa) influenciou diretamente no nimero de
célulsas viaveis de rizébios, bem como no quantitativo de esporos averiguados por este
trabalho. Assim, a escassez hidrica da estacéo seca reduziu os rizébios e, ao contrario, induziu
a esporulacdo dos FMA identificados nas areas.
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CAPITULO Il - DESEMPENHO DE Mimosa caesalpiniifolia Benth. INOCULADA
COM TOPSOIL PROVENIENTE DE VEGETACAO NATIVA DO BIOMA
CAATINGA
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RESUMO

O objetivo deste capitulo foi avaliar o potencial de uso do topsoil proveniente de areas de
vegetacdo nativa de Caatinga como fonte de indculo de microrganismos simbiontes (rizobios e
fungos micorrizicos arbusculares - FMA) para leguminosas arboreas utilizadas no
reflorestamento de jazidas de picarra com exploracdo encerrada. Conduziu-se um experimento
em delineamento inteiramente casualizado, com oito tratamentos e seis repeticdes, em casa de
vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, Seropédica — RJ. Sementes pré-germinadas de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. foram plantadas em vasos de 980 mL preenchidos com 1,5 Kg de
picarra. Os vasos foram entdo submetidos aos seguintes tratamentos: (T1) inoculagdo com 10 g
topsoil de &rea com vegetacdo nativa adjacente a jazida J1; (T2) inocula¢do com 10 g de topsoil
de area com vegetacao nativa adjacente a jazida J2; (T3) inoculante produzido em laboratério
contendo duas estirpes de rizobios indicadas para M. caesalpiniifolia; (T4) inoculante de
rizobios + inoculo de FMA,; (T5) controle ndo inoculado (testemunha absoluta 1); (T6) controle
ndo-inoculado com substrato autoclavado (testemunha absoluta 2); (T7) testemunha
nitrogenada e (T8) testemunha nitrogenada + indculo de FMA. Apos 97 dias foram avaliadas
as variaveis altura, massa de nédulos secos (MNS), massa de parte aérea seca (MPAS), massa
de raizes secas (MRS) e colonizacdo de raizes por FMA. Todos os tratamentos inoculados e as
testemunhas nitrogenadas produziram plantas saudaveis e vigorosas apresentando altura,
MPAS e MSR estatisticamente similares, mas superiores as testemunhas absolutas (teste Scott-
Knott; p<0,5). As maiores massas de nddulos ocorreram nos tratamentos com dupla inoculagéo
(T4) e com topsoil da jazida J2 (T1), embora ndo tenham apresentado diferenca estatistica para
0s demais tratamentos a excecdo de T7. Cerca de 90% das raizes das plantas dos tratamentos
com inoculacdo de FMA apresentaram colonizacdo micorrizica e entorno de 55% das raizes de
plantas inoculadas com topsoil. A coloniza¢do micorrizica, entretanto, ndo ultrapassou 20% nos
demais tratamentos e foi igual a zero em T7. Os resultados do presente estudo evidenciaram o
potencial da aplicacdo de topsoil advindo de remanescentes de vegetacdo nativa da Caatinga
como técnica promissora para a recuperacao de areas degradadas por exploracao de picarra.

Palavras-chave: topsoil; recuperacdo de areas degradadas por mineracao; simbiose tripartite.
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ABSTRACT

The objective of this chapter was to evaluate the potential of topsoil, collected from areas of
native vegetation of Caatinga, as a source of inoculum of symbiotic microorganisms (rhizobia
and arbuscular mycorrhizal fungi - AMF) for nitrogen-fixing legume trees used in the
reforestation of decommissioned picarra mines. The experiment was conducted in a completely
randomized design, with eight treatments and six replications, under greenhouse conditions at
Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ, Brazil. Pre-germinated seeds of Mimosa
caesalpiniifolia Benth. were planted in 980 mL pots filled with 1.5 kg of picarra. The pots were
then submitted to the following treatments: (T1) inoculation with 10 g topsoil of a native
vegetation area adjacent to the J1 mine; (T2) inoculation with 10 g topsoil of a native vegetation
area adjacent to the J2 mine; (T3) inoculant produced in laboratory containing two strains of
rhizobia indicated for M. caesalpiniifolia; (T4) rhizobium inoculant + FMA inoculum; (T5)
uninoculated control (absolute control 1); (T6) uninoculated control with autoclaved substrate
(absolute control 2); (T7) control with application of a mineral N source, and (T8) control with
nitrogen + FMA inoculum. After 97 days, the variables height, mass of dry nodules, dry shoot
mass, dry root mass, and root colonization by AMF were evaluated. All inoculated treatments
and nitrogenated controls produced healthy and vigorous plants presenting height, shoot and
root masses statistically similar, but superior to the absolute controls (Scott-Knott test, p<0.5).
The largest mass of nodules occurred in treatments with double inoculation (T4) and with
topsoil (T1), although they did not differed from other treatments, except T7. Approximately
90% of the roots of the treatments with inoculation of AMF showed mycorrhizal colonization
and about 55% of the roots of plants inoculated with topsoil. Mycorrhizal colonization,
however, did not exceed 20% in the other treatments and was equal to zero in T7. The results
of the present study evidenced the potential of topsoil from native vegetation of the Caatinga
as a promising technique for the recovery of degraded areas by picarra exploration.

Keywords: topsoil; recovery of degraded areas by mining; tripartite symbiosis.
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8 INTRODUCAO

A degradacdo do solo em areas de extracdo mineral advém da remocdo da cobertura
vegetal e das camadas de topsoil (solo superficial) fértil causando um forte impacto negativo
na microbiota do solo, reduzindo o nimero de bactérias, fungos solubilizadores de fosfato e a
atividade microbiana do solo (SCHIAVO, 2005).

No Estado do Rio Grande do Norte, areas de extracdo de picarra sdo comuns. A picarra
constitui-se em um material de subsolo composto principalmente por silte, areia e cascalho, o
qual € usado principalmente para a terraplanagem de novas locac6es de exploracédo e producéo
de petroleo em terra, aterros e construgdo de estradas de acesso. A recuperagdo dessas areas,
nas quais todo o horizonte superficial (parte mais fértil do solo e rica em propagulos) foi
retirado, é um desafio que na maioria das vezes demanda a intervengdo humana para auxiliar o
ecossistema degradado a recuperar sua capacidade de resiliéncia (RESENDE; CHAER, 2010).

Segundo Rivera et al. (2012), a aplicacdo de topsoil apresenta-se como uma técnica
propicia para a recuperacdo de ambientes que tiveram sues horizontes superficiais removidos,
permitindo a reposigdo de parte da camada de solo fértil, rica em propagulos perdida durante o
processo de exploracdo mineral. Em areas de exploracdo de picarra no estado do Rio Grande
do Norte, a disponibilidade deste material é grande, podendo este ser aplicado em éarea total a
ser revegetada, minimizando custos em relacdo a aplicacdo de inoculantes produzidos em
laboratdrio e o uso de fertilizantes quimicos.

Além do uso de topsoil para a recuperacdo de areas degradadas, o uso de
microrganismos simbiontes como fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e bactérias
fixadoras de nitrogénio, associados simbioticamente a leguminosas arbdreas, tem sido utilizada
como ferramenta biotecnoldgica para auxiliar a revegetacdo de ambientes degradados
(FRANCO etal., 1995; RODRIGUES et al., 2006; CHAER et al., 2011). De acordo com Franco
e Faria (1997), a presenca de fungos FMA aumenta a capacidade de absor¢éo de nutrientes por
espécies de leguminosas arbdreas fixadoras de nitrogénio, principalmente fosforo e dgua do
solo.

Atualmente, ha caréncia de informacdes sobre a recuperacdo de areas que tiveram o
horizonte superficial removido por atividades de mineracdo no bioma Caatinga. Embora ja haja
certo conhecimento acumulado sobre a revegetacdo de areas de mineracdo em outros biomas
brasileiros, pouco se pode afirmar sobre as espécies que melhor se adaptam a condi¢do de
substrato de jazidas de picarra em ambiente semiarido, assim como sobre a eficiéncia de
tratamentos como o de adicdo de topsoil, normalmente empregado em outras regides, para a
revegetacdo dessas areas (LIMA, 2012).

Desta forma, este capitulo tem como objetivo comparar o efeito da dupla inoculacao de
FMA e bactérias fixadoras de nitrogénio em relacdo a adicdo de topsoil proveniente de
remanescentes florestais nativos do bioma Caatinga, sobre o crescimento, nodulagdo e
colonizagdo de raizes por fungos micorrizicos em M. caesalpiniifolia Benth. Os resultados deste
trabalho poderdo contribuir com informagdes acerca da eficiéncia do uso de topsoil proveniente
de remanescente florestal nativo da Caatinga em relacdo a indculos produzidos em laboratorio,
visando 0 seu uso para promover 0 estabelecimento e crescimento de espécies vegetais
utilizadas em operacdes de restauracdo de areas degradadas nesse bioma.
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9 MATERIAL E METODOS

9.1 Delineamento experimental

O presente estudo foi conduzido em casa de vegetacdo, na Embrapa Agrobiologia,
localizada no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro (22°45'18.48"S, 43°40'4.50"0).

Um experimento foi instalado visando avaliar o potencial de uso do topsoil de
remanescente florestal nativo da Caatinga como indutor da promogdo da simbiose triplice
planta-rizébio-micorriza, utilizando neste uma espécie nativa do bioma Caatinga, em substrato
proveniente de jazida de exploracdo de picarra no estado do Rio Grande do Norte.

As unidades experimentais consistiram de 48 tubetes de 280 cm? acoplados a copos
plasticos de 700 mL, sendo cada unidade (tubete + copo plastico) preenchida com 1,5 Kg de
substrato e semeado com a espécie M. caesalpiniifolia Benth. O substrato foi coletado na Base
de Poco, localizada no municipio de Acu, RN. O mesmo foi selecionado por apresentar baixa
concentracdo de propagulos de FMA e rizébios, conforme averiguado no capitulo 1.

Utilizou-se delineamento experimental inteiramente casualizado com oito tratamentos,
seis repetigdes, totalizando portanto 48 unidades experimentais. Dois dos tratamentos
consistiram do uso do topsoil coletado de areas adjacentes as jazidas de exploracdo de picarra
J1 (T1) e J2 (T2). Os demais tratamentos foram: (T3) indculo misto composto de duas estirpes
de bactérias fixadoras de nitrogénio (rizobios) indicadas para a espécie vegetal estudada; (T4)
T3 +in6culo misto de FMA produzido a partir de esporos multiplicados em vasos sob condicGes
controladas; (T5) controle ndo-inoculado; (T6) controle ndo-inoculado em substrato
autoclavado; (T7) controle nitrogenado (testemunha nitrogenada) e (T8) in6culo misto de FMA
+ N (testemunha nitrogenada + FMA) (Tabela 5).

Tabela 5. Tratamentos utilizados para avaliar o uso do topsoil proveniente de remanescentes nativos da
Caatinga como potenciais indculos de microrganismos para espécies florestais nativas do bioma.

Tratamento Descricao

T1(J1) Topsoil de mata nativa adjacente a jazida J1

T2 (J2) Topsoil de mata nativa adjacente a jazida J2

T3 (R2) In6culo misto de rizébios indicados para a espécie vegetal

T4 (RZ + FMA) InF'>cqu misto de rizébios indicados para a espécie vegetal + indculo
misto de FMA

T5 (TA1) Controle ndo inoculado 1 (Testemunha absoluta 1)

T6 (TA2) Controle ndo-inoculado 2 em substrato autoclavado (Testemunha
absoluta 2)

T7 (TN) Testemunha nitrogenada (solugéo de NHsNO3)

T8 (TN + FMA)  Testemunha nitrogenada + FMA (solucdo de NHsNOs + FMA)

9.2 Preparo das plantulas e inoculacéo

Sementes de M. caesalpiniifolia, previamente coletadas na regido de Caatinga do estado
do Rio Grande do Norte, passaram por escarificagdo com &cido sulfurico concentrado (H2SO4
98%) por 5 minutos (PASSOS, 2007) e desinfestacdo com peroxido de hidrogénio (H202 30%)
por 2 minutos, sendo posteriormente lavadas abundantemente com &gua esterilizada. Em
seguida, as sementes foram dispostas em caixas plasticas de germinacdo do tipo “gerbox”,
também previamente esterilizadas, com hipoclorito de soédio (NaClO 0,5%), contendo areia
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autoclavada como substrato. A areia e sementes foram molhadas com agua esterilizada e as
caixas de germinacdo incubadas em cadmara germinadora a 30°C.

Apls a germinacdo das sementes, trés sementes foram dispostas em cada unidade
experimental, sofrendo desbaste aos 45 dias deixando apenas uma planta por recipiente.

Nos tratamentos com inoculante de rizébios (T3 e T4), as sementes pré-germinadas
tiveram suas radiculas revestidas com inoculante em turfa produzidos no Laboratério de
Bioprocessos da Embrapa Agrobiologia, sendo usadas as estirpes BR 3446 e BR 3407 (FARIA;
UCHOAS, 2007).

A inoculacdo com FMA (T4 e T8) foi realizada no momento do plantio, colocando-se
10 gramas de inoculante misto, distribuidos de forma homogénea no tergo superior de cada
unidade experimental em quantidade de cerca de 150 esporos por recipiente. Os inoculantes de
FMA foram produzidos no Laboratério de Fungos Micorrizicos da Embrapa Agrobiologia em
vasos com cultura isca de gramineas, sendo utilizada uma mistura das seguintes espécies de
fungos: Acaulospora foveata, Acaulospora mellea, Acaulospora morrowiae, Acaulospora
scrobiculata, Dentiscutata heterogama, Gigaspora candida, Glomus formosanum,
Rhizophagus clarus (anteriormente denominado Glomus clarum), Scutellospora calospora e
Scutellospora pelucida.

Os tratamentos que continham indculo com topsoil proveniente das areas de
remanescentes florestais nativos da Caatinga receberam 10 gramas de topsoil de cada area
adjacente as jazidas estudadas no presente estudo (J1 e J2), em cada unidade experimental sendo
dispostas nos orificios de plantio das sementes.

Apobs a preparagdo das unidades experimentais com seus devidos tratamentos, 0s
recipientes foram cobertos com uma camada de 1 cm de areia autoclavada com a finalidade de
“isolar” o substrato de possiveis fontes externas de rizébios e FMA.

As unidades experimentais foram regadas com 50 mL de agua filtrada em dias
alternados, sendo aplicado semanalmente 50 mL de solugéo nutritiva de Hoagland modificada,
isenta de nitrogénio e com um quinto da dose original de fésforo (HOAGLAND; ARNON;
1950) em todos os tratamentos. Os tratamentos T7 e T8 receberam também doses crescentes de
solucéo nutritiva de nitrato de amonio (NH*NO3) (15 mL no primeiro més, 20 mL no segundo
e 25 mL no terceiro més).

9.3 Avaliacbes

Apo6s 97 dias de plantio das sementes pré germinadas nas unidades experimentais, foram
avaliadas as variaveis altura (H), com auxilio de vara graduada em centimetros, massa de
nddulos secos (MNS), massa de parte aérea seca (MPAS) das plantas, massa de raizes secas
(MRYS), eficiéncia e eficécia, e colonizacao de raizes por FMA (CM).

Para a determinagdo da massa de parte aérea seca, massa de nddulos secos e massa de
raizes secas, 0s materiais foram acondicionados em sacos de papel e secos em estufa a 65°C por
72 horas.

Para o célculo da eficiéncia foram utilizados os dados de massa de parte aérea seca de
cada tratamento inoculado, seja com rizobios ou com inoculo proveniente do topsoil das jazidas,
em comparagdo com a massa seca da testemunha absoluta 1 (T5), segundo a formula descrita
por Laste, Gongalves e Faria (2008): [(matéria seca do tratamento inoculado/matéria seca da
testemunha absoluta) x 100]. Para calcular a eficacia foi utilizada a massa de parte aérea seca
de cada tratamento inoculado, seja com rizobios ou com inoculo proveniente do topsoil das
jazidas, em comparacdo com a testemunha nitrogenada (T7), segundo a férmula: [(matéria seca
do tratamento inoculado/matéria seca da testemunha nitrogenada) x 100].

A avaliacéo de colonizagéo por FMA foi realizada tomando-se amostras de 0,5 grama
de raizes finas de todas as plantas, lavadas e clarificadas com solugédo de KOH 2,5% por 12
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horas, e em seguida aquecidas em banho maria a 90 °C por 30 minutos (PHILLIPS; HAYMAN,
1970). Apos, as mesmas foram lavadas abundantemente em agua e acidificadas com HCI 1%
por 12 horas, sendo posteriormente coloridas com azul de metila 0,05% em glicerol 50%,
acidificado, procedendo-se posteriorente a avaliagdo da colonizagdo com auxilio de lupa
estereoscopica, através da percentagem do comprimento de raizes colonizadas pelo método da
interseccdo em placa quadriculada (GIOVANETTI; MOSSE, 1980).

A colonizacdo micorrizica foi abordada de modo qualitativo, visto a finalidade de relatar
apenas a ocorréncia de FMAs nas raizes da leguminosa arbdrea estudada. Os dados de
colonizacao micorrizica foram classificados segundo Carneiro et al. (1998), onde a colonizagédo
micorrizica é considerada baixa quando inferior a 20%, média quando variando de 20 a 50% e
alta quando superior a 50%.

9.4 Analise dos Dados

Os dados referentes a massa de parte aérea seca, massa de raizes secas e altura foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de probabilidade, ap6s atenderem o0s
preceitos estatisticos de homocedasticidade e normalidade. Averiguada a diferenca estatistica
entre os tratamentos, realizou-se o teste de comparacdo de médias Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Os dados referentes a massa de ndédulos secos e coloniza¢do micorrizica ndo atenderam
aos pressupostos estatisticos de normalidade e homocedasticidade, inclusive apds a
transformacdo dos mesmos. Deste modo, estes foram analisados por método estatistico néo-
paramétrico segundo o teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. As analises estatisticas
foram realizadas pelo software R versédo 3.4.2.

10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Altura

Houve diferenca significativa para a altura das plantas de M. caesalpiniifolia aos 97 dias
apos a semeadura (p<0,05) quando empregado os diferentes tipos de inoculantes em relacdo as
testemunhas (Figura 8). As menores médias para esta variavel foram obtidas quando ndo houve
aplicacdo de qualquer tipo de in6culo as plantas de sabia (TAL) e quando esta condicdo foi
empregada sob substrato autoclavado (TAZ2) (Figura 8). Estes resultados sugerem que o
substrato da jazida de picarra utilizado nas unidades experimentais (Base de Po¢o) possui baixo
potencial de fornecimento de microrganismos simbiontes autoctones, refletindo em menor
crescimento em altura das plantas.
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Figura 8. Crescimento em altura (cm) de Mimosa caesalpiniifolia Benth. em funcéo da aplicacdo de
diferentes tipos e composic¢Ges de inoculantes. Barras seguidas de letras distintas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Onde: J1 = topsoil de mata nativa de Caatinga
adjacente a jazida J1; J2 = topsoil de mata nativa de Caatinga adjacente a jazida J2; RZ = mix das estirpes
de rizébio BR 3446 e BR 3407; FMA = fungos micorrizicos arbusculares; TA1 = testemunha absoluta;
TAZ2 = testemunha absoluta e subatrato autoclavado; TN = testemunha nitrogenada.

O tratamento que recebeu solucdo nitrogenada e adi¢do de indculo misto de FMA (TN
+ FMA) diferiu estatisticamente em relacdo as testemunhas absolutas (TAL1 e TA2) e promoveu
as maiores médias em altura das plantas de sabid (Figura 8). Estes resultados indicam a
interacdo sinérgica entre os nutrientes N, fornecido via solugdo nitrogenada, e a presenca de
FMA. Similarmente, Junior (2014) verificaram que a presenca de FMA melhorou a absor¢édo
de nitrogénio por Piptadenia gonoacantha nas testemunhas nitrogenadas. Em outro estudo, Jesus
et al. (2005), ao estudarem a dependéncia de micorrizas para a nodulacdo de leguminosas
tropicais, observaram plantas mais vigorosas de P. gonoacantha na testemunha nitrogenada
guando em presenca de FMA em relacdo ao mesmo tratamento sem a inoculagéo desses fungos.

Os tratamentos contendo inoculos de rizobios e rizébios associados a FMA (RZ e
RZ+FMA) também diferiram estatisticamente das testemunhas absolutas, comprovando o
efeito benéfico dos microrganismos simbiontes sobre a variavel estudada (Figura 8).

Mendes (2010) e Burity et al (2000) avaliaram o crescimento de sabid em resposta a
inoculacdo com rizébio e FMA e comprovaram que a dupla inoculagdo obteve a melhor
performance em relacdo a inoculacdo isolada destes organismos, proporcionando 0s maiores
valores de crescimento em altura para as plantas. A simbiose de leguminosas com rizébios e
FMAs torna a utilizacdo dessas plantas estratégica para a revegetacéo de areas degradadas, visto
a melhor habilidade dessas plantas em obter dois dos nutrientes mais limitantes ao crescimento
vegetal, o N e o P (FRANCO; FARIA, 1997).

Os tratamentos com uso de topsoil de &reas com vegetacdo nativa proximas as jazidas
de exploracéo de picarra (J1 e J2) ndo diferiram em relacdo aos tratamentos mais eficientes em
promover aumento em altura das plantas de sabia (Figura 8). Esse resultado sugere que 0 uso
de topsoil de areas nativas pode ser uma alternativa aos inoculantes tradicionais, devido a
capacidade de fornecer propagulos de microrganismos de interesse adaptados as condi¢des do
sitio de crescimento das plantas.

Stamford et al. (1999) demonstrou que rizébios isolados de regifes semiaridas da Africa
e do Brasil sdo bastante resistentes a temperaturas elevadas e a estresses hidricos, podendo fixar
N2 em condicbes edafo-climéticas desfavoraveis, promovendo boa produtividade as plantas
hospedeiras sem o uso de fertilizantes nitrogenados.
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De cordo com Nascimento et al. (2010), isolados de rizébios provenientes de populagdes
nativas podem ser tdo eficientes quanto as estirpes recomendadas na fixacdo bioldgica de
nitrogénio em leguminosas.

A regido semidrida possui caracteristicas peculiares, estando toda a sua biodiversidade
em condicBes de constante estresse, seja de temperatura ou de baixa precipitacdo pluviométrica.
Essas condicOes podem afetar a sobrevivéncia e a eficiéncia dos rizobios desse ecossistema e é
possivel que a alta diversidade observada em estudos anteriores seja uma indicacdo da
capacidade do sistema de manter o grupo funcional sob condi¢des de estresse; portanto, a
grande diversidade de rizobios encontrada nessa regido, obtida a partir das espécies usadas
como plantas isca, sugere estabilidade dos solos da referida regido quanto a fixacdo de N,
tolerando seus estresses; isto pode ser resultado de um processo de adaptacdo dos rizobios
juntamente com a grande diversidade de leguminosas nativas da Caatinga (SANTOS et al.,
2007).

10.2 Massa de parte aérea seca (MPAS), massa de nddulos secos (MNS) e eficiéncia e
eficicia da inoculacdo

A anélise da MPAS e MNS demonstrou que a dupla inoculacdo (RZ + FMA\) foi o tratamento
que conferiu maior vigor as plantas de sabia, com maior producao de matéria seca de parte
aérea e nddulos (Tabela 6). Porém, esse tratamento diferiu estatisticamente (p<0,05) apenas
das testemunhas absolutas, de acordo com os testes de Scott-Knott e Kruskal-Wallis,
respectivamente aplicados aos dados de MPAS e MNS (Tabela 6).

Tabela 6. Massa de parte aérea seca (MPAS), massa de nédulos secos (MNS), eficiéncia e eficacia
para as plantas de sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.) apés 97 dias da semeadura.

Tratamento MPAS* MNS* Eficiéncia Eficacia
(9 (mg) (%) (%)
J1 0,73 a 33,0 abc 163 98
J2 0,56 a 44,1 ab 124 74
Rizébio 0,70 a 24,8 abc 156 94
Rizo6bio + FMA 0,78 a 529a 174 104
TN 0,58 a 16,0 abc 167 100
TN + FMA 0,73 a 29,1 abc 161 97
TA1 0,45b 20,4 abc 100 60
TA2 0,29 b Oc 65 39

Onde: J1 = topsoil de mata nativa adjacente a jazida J1; J2 = topsoil de mata nativa adjacente & jazida
J2; FMA = fungos micorrizicos arbusculares; TA1 = testemunha absoluta; TA2 = testemunha absoluta
com substrato autoclavado e TN = testemunha nitrogenada. *MPAS = massa de parte aérea seca
(médias seguidas de letras distintas indicam diferenca estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade); *MNS = massa de nddulos secos (médias seguidas de letras distintas indicam diferenca
estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade).

Mergulh&o et al. (2001), ao estudarem a influéncia da dupla inoculagdo com rizobio e
FMA em plantas de sabia, obtiveram resultados semelhantes ao do presente estudo, de modo
que a dupla inoculacdo apresentou uma maior eficiéncia no rendimento da massa de parte aérea
seca e massa de nddulos secos em relacéo a inoculagcdo com apenas rizobio. Esse fato pode ser
explicado por uma sinergia entre as simbioses. Enquanto hd um maior fornecimento de P,
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proporcionado pelo FMA, este beneficia o funcionamento da enzima nitrogenase e assim o
processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio (MENDES FILHO, 2004).

Para a variavel MPAS, os tratamentos J1, J2, Rizobio, Rizobio + FMA, TN e TN +
FMA néo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
(Tabela 6), porém apresentaram diferenca estatistica em relagdo as testemunhas absolutas (TA1
e TA2). Estes resultados demonstram o efeito benéfico da aplicacdo de topsoil sobre a
leguminosa arborea.

Santos et al. (2005), ao estudarem a efetividade de rizébios isolados da regido Nordeste
do Brasil na fixacao de nitrogénio em Arachis hypogaea L., constataram que 0s rizobios nativos
proporcionaram maior rendimento de matéria seca da parte aérea e nodulacdo em relagdo aos
tratamentos controle com e sem nitrogénio, mostrando-se promissores para a producdo de
inoculantes especificos para a cultura. De acordo com Nascimento et al. (2010), isolados
provenientes de populacfes nativas podem ser tdo eficientes quanto as estirpes recomendadas
na fixag&o biologica de nitrogénio.

Pontes et al. (2012), ao estudarem a dupla inoculacdo de rizobio e FMA em sabid,
constataram que esta mostrou-se superior aos tratamentos com inoculacdo isolada destes
microrganismos quanto a maximizacao da producédo de plantas dessa espécie, além de induzir
maior nodulagdo e eficiéncia simbidtica.

O trabalho de Oliveira et al. (2010) também corrobora com os resultados do presente
estudo, uma vez que os tratamentos contendo inoculacdo com rizdbios e dupla inoculacéo
(rizébios + FMA) forneceram maior massa de nddulos em Acacia mangium Willd em relacdo
a inoculacdo separada destes microrganismos simbiontes.

As plantas quando micorrizadas, geralmente apresentam um metabolismo mais
elevado que as ndo micorrizadas, sendo capazes de fornecer maior quantidade de carboidratos
ao rizébio e consequentemente, apresentam uma nodulacdo significativamente maior
(MERGULHAO et al., 2001).

Os resultados do presente estudo corroboram com os de Burity et al. (2000), onde a
nodulacdo em plantas de sabia se mostrou favorecida pela micorrizacdo, uma vez que as
mesmas, inoculadas apenas com rizdbios, apresentaram nodulacéo significativamente menor.

Analisando o tratamento com dupla inculacdo, torna-se evidente a influéncia da
nodulacdo na promocao de maior massa de parte aérea seca na espécie estudada. Ferreira et al.
(2012), costataram que a elevada producao de matéria seca de nddulos influenciou diretamente
em maior producdo de matéria seca da parte aérea em leguminosas arboéreas.

Os tratamentos com topsoil proveniente de areas de remanescente de vegetacdo nativa
da Caatinga adjacentes as jazidas de exploracdo de picarra se mostraram estatisticamente
superiores (p<0,05) quanto a MNS em relacdo as testemunhas absolutas (TAl e TA2),
possivelmente em funcdo da presenca no topsoil de bactérias fixadoras de nitrogénio autdctones
do bioma eficientes em nodular plantas de sabia (Tabela 6).

Os resultados de MNS do presente estudo se assemelham com os de Santos et al.
(2005) que obsevaram que os tratamentos sem inoculacdo e com e sem adicdo de N
apresentaram menor massa de nodulos secos, quando comparados com as plantas inoculadas
com rizébios nativos. Os mesmos autores apontam que o estabelecimento dos isolados nativos
inoculados nas leguminosas pode ter sido facilitado pelo baixo quantitativo de rizobios
presentes no substrato das unidades experimentais, fato que péde ser observado pela baixa
nodulacgéo das plantas controle, como evidenciado neste trabalho.

Semelhante aos resultados do trabalho de Costa et al. (2011), a testemunha absoluta
sem N mineral (TA1), apesar de ndo diferir estatisticamente da testemunha com N mineral
(TN), promoveu valores para MNS préximos aos do tratamento com inoculagdo de rizébio,
evidenciando assim o papel inibidor do N mineral sobre a nodula¢éo. Segundo Uchdas (2007),
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o N mineral afeta o processo de infeccéo, a taxa de fixacdo e o numero de nodulos formados,
bem como a eficiéncia da fixagdo do N.

No estudo de Machado et al. (2004), a adicdo de N mineral ndo foi suficiente para
inibir a nodulagdo em Chamaecrista sp., porém observou-se uma tendéncia de reducdo da
massa de nodulos secos na testemunha nitrogenada, assim como no presente estudo (Tabela 6).

A auséncia de nodulacdo no tratamento testemunha absoluta com substrato
autoclavado (TA2) sugere que ndo houve contaminacdo por rizobios durante a instalacéo e
conducdo do experimento.

Em relacdo a eficiéncia e eficacia do presente estudo, estas variaram entre 61 e 174%
e 39 e 104%, respectivamente. Eficiéncia refere-se ao ganho percentual de massa seca do
tratamento em relacdo a testemunha absoluta, enquanto que eficacia refere-se ao ganho
percentual de massa relativa a testemunha nitrogenada. Os maiores percentuais de eficiéncia
foram obtidos nas testemunhas nitrogenadas e nos tratamentos com dupla inoculacdo (RZ +
FMA) ou aplicacdo do topsoil da area de Caatinga da J1 (Tabela 6). Esses mesmos tratamentos
apresentaram 0s maiores valores de eficacia, embora todos muito proximos da testemunha
nitrogenada.

A eficiéncia e a eficacia dos tratamentos contendo topsoil (J1 e J2) similares aos dos
tratamentos com inoculante bacteriano (RZ e RZ + FMA) reforca o potencial dos isolados
nativos em nutrir as plantas em termos de nitrogénio.

Jesus et al. (2005), ao estudar a dependéncia de micorrizas para a nodulacdo de
Piptadenia gonoacantha (Mart.) Macbr. e Piptadenia paniculata Bentham, obtiveram
resultados semelhantes aos do presente estudo, de modo que os tratamentos inoculados
simultaneamente com rizébio e FMA apresentaram alta eficiéncia e eficacia na promocao do
crescimento das plantas.

O tratamento com topsoil de area de mata nativa adjacente a jazida J1, proporcionou
elevados percentuais de eficiéncia e eficacia, com valores semelhantes aos do tratamento com
dupla inoculagdo (Rizobio + FMA) e superiores aos do tratamento com inoculacdo de apenas
rizobio (RZ) (Tabela 6), reafirmando o efeito benéfico dos microrganismos nativos do bioma
Caatinga em promover crescimento vigoroso em plantas de sabia.

Os resultados do presente estudo corroboram com os de Machado et al. (2004), visto
que em seu trabalho os rizobios nativos apresentaram boa eficacia em relacdo as estirpes
selecionadas indicando que o solo do ambiente natural pode possuir rizobios tdo eficientes
quanto as estirpes indicadas para a cultura. Os mesmos autores reforcam o potencial dos
microrganismos presentes no solo superficial de areas degradadas em fornecer alta eficiéncia e
eficacia na simbiose com leguminosas voltadas a programas de restauracéo florestal.

10.3 Massa de raizes secas

Os resultados referentes ao efeito dos diferentes tratamentos estudados sobre a massa
de raizes secas (MRS) das plantas de sabid apds 97 dias da semeadura das sementes pré-
germinadas apresentam-se na Figura 6. Os tratamentos contendo topsoil (J1 e J2), inéculo de
rizobios indicados para a cultura (RZ), dupla inoculagéo (RZ + FMA), testemunha nitrogenada
(TN) e testemunha nitrogenada com inoculo de FMA (TN + FMA), ndo apresentaram diferenca
estatistica entre si (p>0,05) para a variavel analisada, porém foram estatisticamente superiores
as testemunhas absolutas (TA1 e TA2) (Figura 9). As maiores médias de MRS foram obtidas
pelos tratamentos TN, seguido por TN + FMA, J1 e RZ + FMA (Figura 9).
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Figura 9. Massa de raizes secas (g) de Mimosa caesalpiniifolia Benth. segundo a aplicagao de diferentes
tipos e composicOes de indculos empregados. Barras seguidas de letras distintas indicam diferencga
estatistica pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Freire et al. (2017) e Mendonca (2012) verificaram em seus trabalhos que a adubagéo
nitrogenada promoveu maior MRS e desenvolvimento das mudas de espécies florestais, sendo
este tratamento superior a inoculagdo com estirpes de rizébios. Segundo o ultimo autor, outras
pesquisas tém demonstrado que a fertilizacio mineral com nitrogénio favorece o
desenvolvimento radicular dos cultivos. O valor elevado para a variavel MNS no tratamento
TN pode ter sido influenciado pela translocacdo de nutrientes e carbono entre parte aérea
(favorecida pela adubacdo mineral) e raizes. Fatores como a relagdo fonte/dreno de
carboidratos, distribuicdo de carbono entre as partes aérea e radicular e 0 ambiente da rizosfera
afetam o crescimento das raizes e a sua senescéncia, como também o crescimento da parte aérea
e a sua capacidade de fixacdo de carbono (FREITAS et al., 2008).

Embora o tratamento TN tenha fornecido melhores resultados de MRS devido ao
aporte adequado de nitrogénio, torna-se evidente a influéncia positiva dos inoculantes usados
nos tratamentos TN + FMA, RZ + FMA e J1, ao fornecer médias de MRS semelhantes
estatisticamente a da testemunha nitrogenada (Figura 9).

Pouyu-Rojas e Siqueira (2000), estudando micorrizas arbusculares e fertilizacdo do
solo no desenvolvimento pos-transplante de mudas de espécies arboreas, observaram que 0
crescimento de espécies vegetais em solos férteis ou de baixa fertilidade, inoculadas com
FMA’s e rizobio, podem apresentar diferentes padrdes de desenvolvimento radicular. De
acordo com esse estudo, plantas crescidas em solo fértil colonizadas por FMAs néo
apresentaram crescimento radicular elevado. Porém, quando cultivadas em solo de baixa
fertilidade constatou-se maior crescimento radicular nas plantas inoculadas com FMAs,
tornando evidentes os beneficios da micorrizagdo para a producdo de biomassa radicular em
condigdes de baixa fertilidade.

Oliveira et al. (2011), ao estudarem a resposta da inoculagéo de fungos micorrizicos e
rizobios no crescimento inicial de Acacia mangium Willd. em solo de mineragao no estado de
Goias, verificaram maior peso seco de raizes no tratamento com inoculacéo dupla (rizébios +
FMA), semelhante aos resultados do presente estudo. Gross et al. (2004) e Almeida e
Raymundo (2006) também relataram maior massa de raizes secas de Anadenanthera falcata
(Benth.) nos tratamentos inoculados com FMAs e rizobio.

De acordo com Caldeira et al. (1999) a presenca de micorrizas em leguminosas
arboreas pode contribuir para expandir a area de captacdo de P, Mo, Zn e outros nutrientes de
baixa mobilidade que chegam até as raizes pelo processo de difusao, permitindo o crescimento
destas plantas em solos extremamente pobres e deficientes em nitrogénio. Desta forma os FMA
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autoctones (presente no tratamento J1) ou através de inoculante (RZ + FMA e TN + FMA),
provavelmente foram responsaveis por uma melhor nutricdo em termos dos nutrientes citados
acima, refletindo em altos valores de MRS.

10.4 Colonizacao micorrizica

A andlise da colonizacdo micorrizica (CM) demonstrou que a dupla inoculagao (RZ +
FMA) e a testemunha nitrogenada com FMA (TN + FMA) foram os tratamentos que conferiram
as plantas de sabia, maiores médias para a varidvel, tendo diferido estatisticamente das
testemunhas absolutas 1 e 2 pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade (Figura 10).
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Figura 10. Colonizagdo micorrizica de raizes (%) de Mimosa caesalpiniifolia Benth. em fungdo da
aplicacdo de diferentes tipos e composic¢Ges de inoculantes. Barras seguidas de letras distintas indicam
diferenca estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade.

Os resultados sugerem que a inoculacdo com FMA foi efetiva em promover altos
percentuais de colonizagdo micorrizica. Contudo, o emprego de topsoil advindo de
remanescente de vegetacdo adjacente a jazidas de exploracdo de picarra promoveu colonizacao
micorrizica em nivel elevado (55%), de acordo com a classificagdo proposta por Carneiro et al.
(1998), denotando a presenca de fungos no material e caracterizando-o como potencial fonte de
indculo de FMA.

De acordo com Almeida (1986) e Gheyi (2000), as plantas de sabia quando em habitat
natural, normalmente encontram-se associadas a FMA e bactérias fixadoras de nitrogénio, o
que possivelmente constitui uma estratégia evolutiva da adaptacdo desta espécie as condicdes
adversas da regido semiarida. Logo, 0 manejo dessa interacdo planta-microrganismo pode ser
uma estratégia vidvel e de baixo custo para compor programas de revegetacdo de areas
degradadas no Nordeste.

Alguns trabalhos avaliando diversas combinagGes e tipos de indculos, incluindo a
inoculagdo dupla de rizébios e fungos micorrizicos arbusculares em plantas de
M.caesalpiniifolia Benth. (BURITY et al., 2000; TAVARES et al., 2016), constataram que a
combinagdo dos simbiontes (rizobios + FMA) forneceu os maiores valores de colonizagdo
micorrizica, corroborando com os resultados do presente estudo.

Embora a dupla inoculacdo tenha fornecido altos valores para CM, a utilizacdo de
topsoil em projetos de restauracdo florestal na Caatinga pode ser entendida como uma
alternativa a esta e com valores estatisticamente equiparaveis, apresentando baixo custo
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mediante ao fornecimento dos microrganismos simbiontes apartir de material de alta
disponibilidade e proximidade aos locais de plantio.

Segundo Menge et al. (1978), 0 mecanismo que regula a relacdo entre a colonizacéo
das raizes por FMA pode estar associado ao nivel critico interno do fosforo da planta
hospedeira. Plantas micorrizadas aumentam sua resisténcia a estresse hidrico, pelo
favorecimento da relacdo agua-planta promovido pelo fungo micorrizico, incluindo aumentos
na elasticidade das folhas, na taxa de transpiracdo e na de abertura de estématos, melhoria do
estado nutricional e aumento das raizes, em comprimento e profundidade (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2002).

Lins et al. (2007) encontraram valores de CM em torno de 94% em raizes de Leucaena
leucocephala utilizando in6culos de FMA’s introduzidos e cerca de 87% com FMA’s nativos,
indicando que os fungos nativos foram capazes de colonizar as raizes da leguminosa com
praticamanete 0 mesmo potencial. Os mesmos autores atestaram assim, que FMA’s nativos de
areas de Caatinga preservadas ou impactadas por mineragéo de cobre e FMA’s introduzidos sdo
igualmente capazes de colonizar raizes de leucena.

Os valores mais baixos de CM (<20%) dentre os tratamentos estudados,
compreenderam os com auséncia de inoculacdo de FMA (RZ, TAL e TA2). Pdde-se observar
ainda, mesmo que muito baixa, colonizacdo micorrizica por parte do substrato de picarra
advindo da jazida Base de Poco, evidenciada no tratamento TA1 (Figura 10).

Santos et al. (2008), estudando a eficiéncia de FMA isolados de solos de areas de
mineracdo de bauxita no crescimento inicial de espécies nativas obtiveram CM em todas as
plantas que foram inoculadas, assim como no presente estudo, demontrando a potencialidade
de estabelecimento destes simbiontes sob solos arenosos e com estresse salino.

Portanto, os FMAs representam uma potencial ferramenta biol6gica para reabilitacao
de areas degradadas, principalmente quando a proporc¢éo de plantas colonizadas por micorrizas
na area for alta e houver deficiéncia de nutrientes que limitam o crescimento da vegetacao,
como tem sido verificado em &reas impactadas por diversas atividades de mineracdo (RAMAN
etal., 1993; FRANCO et al., 1996; PATTINSON et al., 2004).
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11 CONCLUSOES

A dupla inoculagdo com rizobios e FMA foi efetiva na promocdo de médias elevadas
para as variaveis altura, massa de parte aérea seca, massa de raizes secas e massa de nddulos
secos, além dos maiores percentuais de eficiéncia, eficacia e colonizagdo micorrizica nas
plantas de M. caesalpiniifolia.

Os tratamentos com aplicacdo de topsoil oriundos de remanescentes de vegetacéo
nativa da Caatinga apresentam potencial para fornecimento de propagulos de FMA e rizobios
autoctones eficientes em promover o crescimento da espécie M. caesalpiniifolia em nivel
similar ao promovido pelos inoculantes produzidos em laboratdrio.

A habilidade do topsoil em fornecer propagulos de rizobios e FMA eficientes em
promover o crescimento vegetal deve ser testado em outras espécies nativas da Caatinga
utilizadas em programas de recuperacdo de areas degradadas no bioma. A confirmacao desse
potencial abrird novas possibilidades de inoculagcdo de mudas em viveiros proximos as areas de
plantio. Da mesma forma, estudos futuros devem avaliar o desempenho do uso do topsoil como
inoculante em condicGes de campo.
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