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RESUMO GERAL

A minera¢do de carvao a céu aberto em Santa Catarina (SC) levou a degradagdo de extensas
areas. Uma técnica empregada para a recuperacgao de area degradadas ¢ a revegetacdo por meio
do plantio de espécies arbdreas. Algumas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas
verificadas em solos degradados podem dificultar o desenvolvimento vegetal. Uma alternativa
que pode facilitar a adaptagdo, crescimento e sobrevivéncia de espécies vegetais nesses solos,
seria a coinoculacao de microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV). Desse
modo, o presente estudo teve por objetivo principal avaliar a coinoculagdo de MPCV em
espécies arboreas nativas em solo de area de mineracao de carvao em SC em processo inicial
de recuperagdo. No primeiro capitulo foram realizados ensaios com Citharexylum myrianthum,
Mimosa scabrella, Schinus terebinthifolius e Senna multijuga em condic¢des controladas de casa
de vegetacdo para a avaliacao dos efeitos da coinoculagdo de diferentes combinagdes de quatro
MPCYV sobre o crescimento, acimulo de N e P e coloniza¢do micorrizica, testando-se os
seguintes tratamentos: R — Rhizobium sp., E1 — Pseudomonas sp., E2 — Pantoea sp. ¢ F —
inoculante comercial a base de fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices (Rotella
BR), em solo esterilizado proveniente de uma area de mineracdo em processo inicial de
recuperacdo. Em C. myrianthum, M. scabrella e em S. multijuga o tratamento R+E1+F foi o
mais eficiente para a maioria dos parametros avaliados, com incrementos de 254%, 221% e de
445% na massa seca da parte aérea (MSPA), respectivamente, em comparacdo com o controle
sem inoculacdo (SI). Em S. ferebinthifolius a inoculagdo tripla E1+E2+F apresentou um
incremento de 93% na MSPA em rela¢do a SI. No segundo capitulo, a fim de investigar os
efeitos da coinoculagdo de MPCV em condi¢des de solo ndo esterelizado, foram conduzidos
ensaios independentes para cada uma das quatro espécies arboreas testando-se tratamentos de
coinoculacdo compostos pelos mesmos MPCV supracitados, sendo: R+EI1+E2 (MIX),
inoculante micorrizico (FMA) e MIX+FMA, além de um tratamento ndo inoculado (SI). Apos
seis meses, as mudas foram avaliadas quanto ao crescimento e acimulo de nutrientes. Como
principais resultados, a inoculagdo de FMA em C. myrianthum e a coinoculagao de MIX+FMA
em S. multijuga favoreceram o crescimento das mudas dessas espécies arboreas, com
incrementos médios de 87% e 920% na MSPA, 126% e 749% no actimulo de nitrogénio (AN)
e de 135% e 718% no actimulo de fosforo (AP), respectivamente, em comparagao com SI. Parte
das mudas produzidas no viveiro foram empregadas em ensaio realizado a campo em area de
mineracao de carvao em processo inicial de recuperacao, constituindo-se no terceiro capitulo
da Tese. Neste ultimo, avaliou-se os efeitos da coinoculagao de MPCV sobre o crescimento e
sobrevivéncia das mudas de C. myrianthum e S. multijuga, bem como a avaliacao de atributos
quimicos e microbioldgicos do solo aos 300 e 420 dias apds o transplante (DAT) das mudas.
Os tratamentos de inoculagdo FMA ¢ MIX+FMA diminuiram a taxa de mortalidade das mudas
de S. multijuga. A atividade enzimatica da arisulfatase, DAF, fosfatase e a biomassa microbiana
do solo demonstraram potencial para serem utilizadas nas avaliagdes de monitoramento de areas
degradadas pela mineragdo de carvdo em processo de recuperagdo. De forma geral, os
resultados verificados no presente trabalho demonstraram potencial da coinoculagdo de MPCV
na producao de mudas arbdreas em viveiro, especialmente em C. myrianthum e em S. multijuga,
visando a revegetacao de areas degradadas pela mineragdo de carvao em SC, a fim de acelerar
a producao de mudas em viveiro, aumentar a taxa de sobrevivéncia no transplantio para o campo
das mudas de S. multijuga.

Palavras-chave: Espécies pioneiras. Recuperagdo ambiental. Fungos micorrizicos
arbusculares. Bactérias promotoras do crescimento vegetal. Revegetacao.



ABSTRACT

Open pit coal mining in Santa Catarina (SC) led to degradation of large areas. A technique used
to recover degraded areas is revegetation. However, physical, chemical and biological
characteristics verified in the soils of these areas can hinder plant development. An alternative
that can facilitate adaptation, growth and survival of plant species in soils with these
characteristics would be the co-inoculation of plant growth-promoting microorganisms
(PGPM). The present study aimed to evaluate the co-inoculation of PGPM in native tree species
in soil from a coal mining area in SC in initial recovery process. In the first chapter, tests were
carried out with Citharexylum myrianthum, Mimosa scabrella, Schinus terebinthifolius and
Senna multijuga under controlled greenhouse conditions to evaluate the effects of co-
inoculation of different combinations of four PGPM on growth, N and P uptake, and
mycorrhizal colonization. We tested the following treatments: R — Rhizobium sp., E1 —
Pseudomonas sp., E2 — Pantoea sp., and F — commercial inoculant of the arbuscular
mycorrhizal fungus Rhizophagus intraradices (Rotella BR), in sterilized soil from a mining
area in initial recovery process. In C. myrianthum, M. scabrella and S. multijuga, R+E1+F
treatment was the most efficient for most parameters evaluated, with increments of 254%, 221%
and 445% in shoot dry mass (SDM), respectively, compared to the uninoculated control (SI).
In S. terebinthifolius, the triple inoculation E1+E2+F showed an increase of 93% in SDM
compared to SI. In the second chapter, in order to investigate the effects of co-inoculation of
PGPM in non-sterile soil conditions, independent tests were conducted for each of the four tree
species, testing co-inoculation treatments composed of the same PGPM mentioned above, as
follows: R+E1+E2 (MIX), mycorrhizal inoculant (FMA) and MIX+FMA, in addition to an
uninoculated treatment (SI). After six months, the seedlings were evaluated on growth and
nutrient accumulation. As main results, the inoculation of FMA in C. myrianthum and the co-
inoculation of MIX+FMA in S. multijuga favored the growth of seedlings of these tree species,
with average increments of 87% and 920% in SDM, 126% and 749% in the nitrogen
accumulation (NA) and 135% and 718% in phosphorus accumulation (PA), respectively,
compared to SI. Part of the seedlings produced in the nursery were used in a field trial in a coal
mining area in the initial recovery process, constituting the third chapter of the Thesis. In the
latter chapter, the effects of co-inoculation of PGPM on the growth and survival of C.
myrianthum and S. multijuga seedlings were evaluated, as well as the evaluation of chemical
and microbiological attributes of the soil at 300 and 420 days after transplanting (DAT) of the
seedlings. FMA and MIX+FMA inoculation treatments reduced the mortality rate of S.
multijuga seedlings. The enzymatic activity of arisulfatase, DAF, phosphatase and soil
microbial biomass showed potential to be used in monitoring evaluations of areas degraded by
coal mining in process of recovery. The results verified in the present study demonstrated the
potential of co-inoculation PGPM in the production of tree seedlings in greenhouse and nursery,
especially in C. myrianthum and S. multijuga, aiming at the revegetation of areas degraded by
coal mining in SC, in order to accelerate the production of seedlings in nursery, increase the
survival rate during transplantation to the field of S. multijuga seedlings.

Keywords: Pioneer species. Environmental recovery. Arbuscular mycorrhizal fungi. Plant
growth promoting bacteria. Revegetation.
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(Pantoea sp.); F = inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX =
F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado e sem inoculagdo de MPCV; S/A= solo sem autoclavar ¢
sem inoculacdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrdao da média (n = 5). ............ 72
Figura 6. Nutricdo das mudas de C. myrianthum (teor de nitrogénio (CV=23,41%) e fosforo
(CV=15,63%) e acimulo de nitrogénio (CV=20,00%) e fésforo (CV=31,45%)) inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em casa de
vegetacdo em solo de area de mineracdo de carvdo em processo inicial de recuperacdo. R =
UFSC-BS8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); F =
inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX = F+R+E1+E2; S/I = solo
autoclavado e¢ sem inoculagdo de MPCV; S/A= solo sem autoclavar ¢ sem inoculagdo de
MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P <0,05).
Barras verticais representam o erro padrao da média (N =5)......cccceeeieeecriieciieeciee e 75
Figura 7. Nutri¢do das mudas de M. scabrella (teor de nitrogénio (CV=16,24%) e fosforo
(CV=11,07%) e acimulo de nitrogénio (CV=27,33%) e fosforo (CV=18,93%)) inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de crescimento em casa de
vegetacdo em solo de area de mineragdao de carvdo em processo inicial de recuperacdo. R =
UFSC-BS8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); F =
inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX = F+R+E1+E2; S/I = solo
autoclavado ¢ sem inoculagdo de MPCV; S/A= solo sem autoclavar ¢ sem inoculagiao de
MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P <0,05).
Barras verticais representam o erro padrdo da média (N =15).....ccccevieviienireiienieiieeeeeeeee, 77
Figura 8. Nutri¢do das mudas de S. terebinthifolius (teor de nitrogénio (CV=9,72%) e fosforo
(CV=20,89%) e acimulo de nitrogénio (CV=24,05%) e fosforo (CV=31,05%)) inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em casa de
vegetacdo em solo de area de mineragdao de carvao em processo inicial de recuperacdo. R =
UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); F =
inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX = F+R+E1+E2; S/I = solo

autoclavado e sem inoculagdo de MPCV; S/A= solo sem autoclavar e sem inoculagdao de
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MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P <0,05).
Barras verticais representam o erro padrdo da média (N =15).....cccceeeveevieniieiienieeieeieeeeee, 79
Figura 9. Nutricdo das mudas de S. multijuga (teor de nitrogénio (CV=16,39%) e fosforo
(CV=21,22%) e acimulo de nitrogénio (CV=22,85%) e fosforo (CV=12,29%)) inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em casa de
vegetacdo em solo de area de mineracdo de carvao em processo inicial de recuperagdo. R =
UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); F =
inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX = F+R+E1+E2; S/I = solo
autoclavado e sem inoculagdo de MPCV; S/A= solo sem autoclavar ¢ sem inoculacdo de
MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P <0,05).
Barras verticais representam o erro padrao da média (N =5).....ccccceeeieevcriieiieeeniee e 81
Figura 10. a) Mudas de Senna multijuga em bandeja de plastico com 200 células; b) Mudas de
S. terebinthifolius recém transferidas para sacos plasticos de 15 X 21 cm. ......ccveevveereennennne. 104
Figura 11. Mudas das espécies arboreas pioneiras inoculadas com microrganismos promotores
do crescimento vegetal crescidas em substrato ndo estéril em condi¢des de viveiro por um
periodo de 180 dias (n=10). a, c, e) parte aérea das mudas de C. myrianthum, S. multijuga e M.
scabrella, respectivamente; b, d, f) raizes de C. myrianthum, S. multijuga e M. scabrella,
respectivamente. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2
(Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR +
UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI=sem INOCUIACAO. .......uveiiiiiiiieieeiiiee e 108
Figura 12. Altura (CV% = 9,72), diametro (CV% = 17,88), massa seca da raiz (CV% = 46,35)
e massa seca da parte aérea (CV% = 30,73) das mudas de C. myrianthum inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em viveiro
em condi¢des ndo estéreis. MIX = UFSC-BS8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) +
MSR2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA=
RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculagdo Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao
daMEAIA (1= 10)..uuiieiiieeeiee et e e et e et e e e te e e sae e e areeeeareeeeareeenreeens 109
Figura 13. Altura (CV% = 18,89), didmetro (CV% = 21,95), massa seca da raiz (CV% = 52,88)
e massa seca da parte aérea (CV% = 37,38) das mudas de M. scabrella inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em viveiro.
MIX = UFSC-BS8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA=
inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-BS + SC5 +

MSR2; SI= sem inoculagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
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SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n = 10). *ns = estatistica
N30 SIgNIficativa (P > 0,05). c.oiiiiiieeiieie ettt 111
Figura 14. Altura (CV% = 12,33), didmetro (CV% = 23,81), massa seca da raiz (CV% = 20,43)
e massa seca da parte aérea (CV% = 18,04) das mudas de S. multijuga inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de crescimento em viveiro.
MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA=
inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 +
MSR2; SI= sem inoculagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n = 10).................... 112
Figura 15. Altura (CV% = 7,38), diametro (CV% = 12,74), massa seca da raiz (CV% = 32,94)
e massa seca da parte aérea (CV% = 7,91) das mudas de S. ferebinthifolius inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em viveiro.
MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA=
inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-BS + SC5 +
MSR?2; SI= sem inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n = 10).......c............ 114
Figura 16. Nutricao das mudas de C. myrianthum quanto ao teor de nitrogénio (CV% = 14,96)
e fosforo (CV% = 16,64) e acimulo de nitrogénio (CV% = 31,49) e fosforo (CV% = 23,43)
inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de
crescimento em viveiro. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2
(Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR +
UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculacdao. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n =
10). *ns = estatistica ndo significativa (P > 0,05).......cccceeiiiniiiiiiiiiieeee e, 116
Figura 17. Nutricao das mudas de M. scabrella inoculadas com microrganismos promotores do
crescimento vegetal apds 180 dias de crescimento em viveiro quanto ao teor de nitrogénio
(CV% = 15,44) e fosforo (CV% = 21,25) e, acimulo de nitrogénio (CV% = 32,38) e fosforo
(CV% =32,48). MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea
sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-B§ +
SC5 + MSR2; SI= sem inoculacao. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo
teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n = 10). *ns =

estatistica ndo significativa (P > 0,05).....cccciiiiiiiieieeie et 118
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Figura 18. Nutricdo das mudas de S. terebinthifolius inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de crescimento em viveiro quanto ao teor de
nitrogénio (CV% = 17,75) e fosforo (CV% = 17,36) e, acimulo de nitrogénio (CV% = 25,46)
e fosforo (CV% = 6,01). MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2
(Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR +
UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n =
10). *ns = estatistica nao significativa (P > 0,05)......ccccccciiiriiiiriiiecie e 119
Figura 19. Nutricao das mudas de S. multijuga quanto ao teor de nitrogénio (CV% = 24,47) e
fosforo (CV% = 23,24) e, acumulo de nitrogénio (CV% = 16,04) e fosforo (CV% = 11,95)
inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de
crescimento em viveiro. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2
(Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR +
UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculacao. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrdo da média (n =
0. ettt ettt et et e e bt et e a e e bt e teeat et e enbeente st enteestenneenteentenneenseenaeaneenneas 121
Figura 20. Esquema representativo de como ¢é realizada a construgdo do solo em Areas de
Preservagdao Permanente (APPs) nos locais onde houve degradacdo do solo ocasionada pela
mineracao de carvao em Santa Catarina segundo os critérios técnicos estabelecidos pelo Grupo
Técnico de Assessoramento (GTA).......oooiiiioiiieeiee et ettt e e ere e e eereeeeaneeens 141
Figura 21. Espécies herbaceas mais observadas na area experimental durante o periodo de
avaliagdo de agosto de 2019 a outubro de 2020. APP- Area III/Rio Pio, Treviso, SC. ......... 142
Figura 22. Croqui do delineamento em blocos casualizados do experimento a campo com
introdu¢do de mudas de C. myrianthum e S. multijuga inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal em uma APP — Area III/Rio Pio, Treviso-SC................ 143
Figura 23. Area de mineragdo de carvdo em processo inicial de recuperagdo — Area I1I/Rio Pio,
Treviso-SC. a) A linha vermelha representa a delimitacdo da area de APP onde o experimento
com mudas de espécies arbdreas pioneiras inoculadas com microrganismos promotores do
crescimento vegetal foi instalado. B) Representacdo grafica do delineamento em blocos
casualizados dos ensaios com mudas de C. myrianthum e S. multijuga. Coordenadas:
2893175417 S € 49°27745.8” Wi ettt ettt ettt 144
Figura 24. Representagdo esquematica da distribuicdo das mudas (pontos brancos) nas
respectivas parcelas do experimento a campo. As avali¢cdes foram realizadas nas mudas centrais

de cada parcela (retAngulo Vermelho)..........ooovviieiiiieiiieciece e 145
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Figura 25. Representagdo esquematica de como foi realizada a coleta das subamostras (pontos
marrons) de solo para as andlises em cada Parcela..........coceeevieriieriienieeiienie e 146
Figura 26. Dados meteorologicos de precipitagdo total e temperatura média no municipio de
Treviso — SC durante o periodo de um més antecedente a cada coleta de solo no campeo..... 147
Figura 27. Altura das mudas de C. myrianthum e S. multijuga inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal em area de minera¢do de carvao em processo inicial de
recuperagdo (n = 4). MIX= UFSC-BS8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2
(Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR +
UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculagdo. TO= 0 dias apos transplante (DAT)
(agosto/2019); e T1=300 DAT (maio/2020). Barras de erro indicam o erro padrao da média. *
Efeito significativo da inoculacdo pelo teste SNK 5% de probabilidade entre os diferentes
tempos de avaliagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo
TESEE SINK @ 590, ettt ettt e 153
Figura 28. Carbono da biomassa microbiana (CBM) do solo em area de mineracao de carvao
em processo inicial de recuperacdo nos com revegetagdo de mudas de espécies arboreas
inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de
avaliacdo (n=4). a) CBM do solo com mudas de C. myrianthum ¢ b) CBM do solo com mudas
de S. multijuga. FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX= UFSC-B8 (Rhizobium
sp.) + SCS5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); MIX+FMA= UFSC-B8 + SC5 + MSR2
+ Rootella BR; SI=sem inoculagdo. 0 DAT= 0 dias ap6s transplante (DAT) (agosto/2019); 300
DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). Barras representam o erro padrdo da média.
Letras minasculas representam comparacdes entre as médias dos tratamentos de inoculagao no
mesmo tempo de avaliagdo. Letras maitsculas representam comparacdes dentro do mesmo
tratamento de inoculacdo entre os tempos de avaliacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente pelo teste a 5% de probabilidade. ...........ccccoveiiiiiniiiiniinnn. 159
Figura 29. Nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) do solo em é4rea de mineragdo de carvao
em processo inicial de recuperacdo nos com revegetacdo de mudas de espécies arboreas
inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de
avalia¢do (n=4). a) CBM do solo com mudas de C. myrianthum e b) CBM do solo com mudas
de S. multijuga. FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX= UFSC-B8 (Rhizobium
sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); MIX+FMA= UFSC-B8 + SC5 + MSR2
+ Rootella BR; SI=sem inoculagdo. 0 DAT= 0 dias ap6s transplante (DAT) (agosto/2019); 300
DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). Barras representam o erro padrdo da média.
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Letras mintsculas representam comparagdes entre as médias dos tratamentos de inoculacdo no
mesmo tempo de avaliagdo. Letras maitsculas representam compara¢des dentro do mesmo
tratamento de inoculagdo entre os tempos de avaliacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente pelo teste a 5% de probabilidade. ..........ccoeeiiiininiiiniiin. 161
Figura 30. Atividade enzimatica da arilsulfatase em solo de area de mineragdo de carvao em
processo inicial de recuperagdo revegetada com mudas de S. multijuga inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagao (n =
16). 0 DAT = 0 dias apos transplante (DAT) (agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420 DAT
(outubro/2020). A barra representa o erro padrao da média dos tratamentos em cada tempo de
avaliagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndao apresentam diferenca estatistica pelo teste
SNK a 5% de probabilidade. ...........ccoiiiiiiiiiiieiee e 164
Figura 31. Atividade enzimatica da B-glicosidase em solo de 4rea de mineragdo de carvao em
processo inicial de recuperacdo revegetada com mudas de C. myrianthum inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagdo (n =
16). 0 DAT = 0 dias ap0s transplante (DAT) (agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420 DAT
(outubro/2020). A barra representa o erro padrao da média dos tratamentos em cada tempo de
avaliacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste
SNK a 5% de probabilidade. .............coiiiiiiiiiiiii e 165
Figura 32. Atividade enzimatica da fosfatase (a) C. myrianthum e b) S. multijuga) em solo de
area de mineracdo de carvdo em processo inicial de recuperagdo revegetada com mudas de
espécies arboreas inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em
diferentes tempos de avaliagdo (n = 16). 0 DAT = 0 dias ap06s transplante (DAT) (agosto/2019);
300 DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). A barra representa o erro padrao da média
dos tratamentos em cada tempo de avaliacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam
diferenca estatistica pelo teste SNK a 5% de probabilidade. ..........cccoceveiiininiininicncnnns 166
Figura 33. Atividade das enzimas envolvidas na hidrolise do diacetato de flouoresceina (DAF)
em solo de area de mineragdo de carvao em processo inicial de recuperacdo revegetada com
mudas de espécies arboreas (a) C. myrianthum e b) S. multijuga) inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagdo. FMA=
inoculante Rootella BR (R intraradices); MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5
(Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); MIX+FMA= UFSC-B8 + SC5 + MSR2 +
RootellaBR; SI= sem inoculagdo. 0 DAT = 0 dias ap0s transplante (DAT) (agosto/2019); 300
DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). a) n= 4; b) n= 16. A barra representa o erro

padrao da média. Letras mintsculas representam comparacdes entre as médias dos tratamentos
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1 INTRODUCAO

As principais jazidas de carvao mineral no Brasil se localizam na regido Sul, sendo
que os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina detém as mais significativas fragoes,
nessa ordem (ANM, 2019). Em Santa Catarina (SC) o carvao mineral foi descoberto no ano de
1883, e a lavra desse minério vem sendo feita desde o ano 1886 (BELOLLI, QUADROS ¢
GUEDI, 2002). A Bacia Carbonifera em SC se localizada na regido sul do estado, representando
um importante setor econdmico para essa regido. Somente no ano de 2018 o faturamento anual
foi de aproximadamente 694 milhdes de reais (SIECESC, 2018), e 3,3% da energia elétrica

interna gerada no pais foi pelo uso do carvao mineral em 2019 (MME, 2020).

Até a década de 80, a extracdo de carvao mineral era feita de forma rudimentar e sem
preocupacdo com as consequéncias ambientais que o processo de extracdo acarretava
(BELOLLI, QUADROS e GUIDI, 2002). Somente no ano de 1982 por meio da criagcdo da
Portaria 917 pelo Ministério de Minas e Energia foi que as empresas mineradoras passaram a
ser cobradas em relacdo aos impactos ambientais gerados pela minera¢do de carvao e, exigiu-
se projetos que conciliassem a expansdo da producdo de carvdo com a preservacdo da
integridade do meio ambiente (DNPM, 1982). Os rejeitos da mineragdo, que representam
aproximadamente 70% do que ¢ extraido, ndo tinham uma destinagdo correta e extensas areas
serviram de deposito desse material que ficou abandonado por décadas a céu aberto. Os rejeitos
de minerag¢do contém alguns minerais como a pirita que apresentam oxidacdo ao entrar em
contato com oxigénio, gerando sérios problemas ambientais como a drenagem acida de mina
(DAM), acarretando acidificagdo dos recursos hidricos e perda de solos agricultaveis na regido.
O passivo ambiental gerado, tanto pela extracdo de carvao a céu aberto, como pela deposi¢ao
de rejeitos da mineragdo de carvao, resultou em cerca de 6.500 ha de areas degradadas na regiao

carbonifera de SC e teve impacto sob as trés bacias hidrigraficas da regido (BRASIL, 2019).

No ano de 1993 foi instaurado pelo Ministério Publico Federal uma A¢ao Civil Publica
(ACP n° 93.8000533-4) com o objetivo de tentar reduzir os passivos ambientais ocasionados
pela lavra do carvao. A ACP condenou os responsaveis no ano de 2000, sendo que as empresas
responsaveis, além da propria Unido, foram obrigadas a reparar e recuperar as areas que se
encontravam degradadas.

Para a recuperagdo de uma area degradada ¢ necessario um grande esforco técnico e

académico, com a realizacao de muita pesquisa. De posse destas informacdes € com extenso
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planejamento, a recuperacdo de areas degradadas tem maior chance de dar certo, em menor
espago de tempo possivel e com melhor alocagdo de recursos. Dentro deste contexto, inimeros
sao os desafios para cada uma das etapas do projeto de recuperacao ambiental de areas com alto
impacto ambiental como, por exemplo, a minimizagao dos efeitos quimicos e redu¢do da DAM,
conformagdo topografica, constru¢do do solo e implementacdo da cobertura vegetal
(ALMEIDA; MOURA; VIEIRA, 2019).

Uma etapa muito importante no processo de recuperacao ¢ a escolha das espécies
vegetais que serdo empregadas na revegetagdo desses solos. As espécies vegetais além de
garantirem uma cobertura vegetal para auxiliar o retorno das caracteristicas bioldgicas, também
proporcionam melhorias na qualidade fisica do solo, como maior estabilidade fisica, evitando
que ocorram processos erosivos no solo. Neste sentido, algumas caracteristicas das espécies
vegetais podem acelerar essa etapa, como: crescimento rapido, pioneirismo na sucessdao
ecoldgica, nativas da regido, que tenham grande producdo de frutos e flores meliferas,
capacidade de estabelecer associagdes com microrganismos promotores do crescimento
vegetal, entre outras caracteristicas (NERI et al., 2011).

Nas dareas de preservacdo permanente (APP) comumente sdo utilizadas espécies
arboreas para a recomposicao vegetal. Dentre as espécies arboreas com potencial de aplicagao
em areas degradadas e que apresentam caracteristicas desejaveis na etapa inicial de revegetagao,
temos: Citharexylum myrianthum (tucaneira), Mimosa scabrella (bracatinga), Schinus
terebinthifolius (aroeira) e Senna multijuga (pau-cigarra) (KNAPIK; MARANHO, 2007;
FERREIRA et al., 2013; MARCONATO; MAIMONI-RODELLA; ATTANASIO, 2015;
FERREIRA et al.,, 2016; LORENZI, 2016; CITADINI-ZANETTE et al.,, 2017). Outra
caracteristica interessante nas espécies arboreas selecionadas, ¢ a capacidade dessas espécies
em estabelecer associagdes com microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV).

Dentre os MPCV, existem os rizobios, as rizobactérias ndo formadoras de nodulos, os
microrganismos endofiticos e os fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Esses
microrganismos promotores do crescimento vegetal, como serdo tratados nesse trabalho, podem
atuar por meio de mecanismos diretos ou indiretos na promogao do crescimento vegetal. Dentre
os mecanismos atribuidos aos MPCV tem-se: fixagdo bioldgica do nitrogénio, produgdo de
sider6foros, producao de enzima ACC deaminase, produgdo de acido indol acético (AIA),
solubilizacao de fosfato (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003; ABHILASH et
al., 2016; BAKHSHANDEH et al., 2020, LI et al., 2019), melhoria na absor¢do de agua e

nutrientes do solo, podendo atuar também na defesa da planta contra patogenos, entre outros
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mecanismos que estdo sendo estudados (BACON; WHITE, 2000; NOGUEIRA; CARDOSO,
2006; REINHARDT, 2007, NOVAIS e SIQUEIRA, 2009; SIKES; COTTENIE;
KLIRONOMOS, 2009; BALOTA; MACHINESKI; STENZEL, 2011; LI et al., 2019).

Considerando que os microrganismos nao vivem de forma isolada e ndo habitam um
tecido vegetal ou a rizosfera das plantas isoladamente, cada vez mais tem sido realizados
ensaios com a inoculagdo conjunta de varios MPCV. A coinoculag¢do ¢ a inoculagdo de dois ou
mais MPCV, os quais podem atuar de forma sinergética (TRABELSI; MHAMDI, 2013).
Entretanto, efeitos nulos ou negativos também podem ser esperados, sendo esse ultimo devido
a competicdo entre os microganimos que acarreta de forma indireta o antagonismo no
desenvolvimento vegetal (AFKHAMI et al., 2020; LOERA-MURO et al., 2021). Muitos
trabalhos vém demonstrando que ¢ possivel obter resultados muito promissores com a técnica
de coinoculagdo (XAVIER; GERMIDA, 2002; ZAIDI; KHAN, 2006; SUBRAMANIAN et al.,
2015; MOREL et al., 2015; ARAUJO et al., 2016). No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos
que utilizam espécies arbdreas e praticamente inexistentes os que empregam as metodologias
de inoculagdo e/ou coinoculagao de MPCV na producdo de mudas arboreas pioneiras visando
a revegetagdo de areas degradadas pela mineragdo de carvao em SC.

O grupo de pesquisa do Laboratorio de Microrganismos e Processos Biotecnologicos
(LMPB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), tem realizado pesquisas nas areas
de mineracao de carvao de SC desde o ano de 2010, envolvendo o isolamento, caracterizagao e
selecdo de microrganismos com potencial em promover o crescimento vegetal de espécies
arboreas e herbaceas.

Dentre os trabalhos de isolamento e caracterizacdo de estirpes de rizobios, cabe aqui
destacar os trabalhos realizados por Moura et al. (2016) e Hernandez et al. (2017), nos quais
por meio de ensaios controlados em casa de vegetagao, obtiveram estirpes com potencial em
promover o crescimento vegetal em espécies arbdreas e herbaceas, sendo os resultados obtidos
promissores para a aplicagdo em condi¢des de campo na recuperagdo de areas degradada pela
mineragao.

Nascimento (2018) isolou bactérias endofiticas de diferentes espécies vegetais e
realizou a caracterizagdo quanto a capacidade de produgdo de substincias promotoras do
crescimento vegetal. Varias das estirpes isoladas apresentaram grande potencial de aplicagao
na promogao do crescimento vegetal, entretanto, ainda nao foram realizados estudos com as

espécies vegetais arboreas de interesse na revegetacao de areas degradadas.
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Recentemente, o LMPB em parceria com a empresa NovaTero, realizou o primeiro
registro de um inculante a base de FMA (Rhizophagus intraradices) — Rotella BR, para ser
empregado na producdo de culturas agricolas como a soja ¢ o milho no Brasil. Foram
alcangados bons resultados com a aplicag@o desse inoculante a campo, com ganhos de 11% a
38% para o rendimento de graos de milho (STOFFEL et al., 2020a), e de 11 a 58% para o
rendimento de graos de soja (STOFFEL et al., 2020b). A partir desses resultados, estudos de
aplicacdo desse inoculante em espécies arboreas de interesse na revegetagdo de areas
degradadas sdo importantes para avaliar possiveis beneficios dessa inocula¢do no crescimento
vegetal.

Entender quais os atributos do solo s3o mais sensiveis no processo de recuperacao de
uma area degradada ¢ fundamental para melhor monitorar o processo de recuperagdao desse
ambiente. Os atributos microbioldgicos do solo como carbono da biomassa microbiana,
respiragdo basal, quociente metabdlico, entre outros, sdo considerados mais sensiveis que 0s
atributos fisicos e quimicos (GRAZZIOTTI et al., 2017). Os microrganismos no solo exercem
um papel fundamental na decomposi¢do da matéria orgéanica e ciclagem dos nutrientes. Em
trabalho pioneiro em SC realizado por Silva et al. (2019), foram avaliados atributos
microbiologicos do solo em dreas de mineracdo com diferentes tempos de recuperagdo. Os
autores observaram que alguns dos atributos avaliados como o nitrogénio da biomassa
microbiana (NBM), respiracdo basal e quociente metabdlico (gCO2) foram mais sensiveis em
detectar mudangas no solo ao longo do tempo de recuperacdo. No entanto, os atributos
microbiologicos do solo ainda ndo sdo considerados no monitoramento das areas degradadas

por mineracao de carvao em SC.
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2 HIPOTESE

A coinoculagao de microrganismos promotores do crescimento vegetal possibilita maior
crescimento e sobrevivéncia de espécies arboreas pioneiras em area de mineragcado em processo
inicial de recuperacdo sob solo construido e, contribui para a melhoria dos atributos

microbioldgicos desse solo.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia da coinoculacdo de microrganismos promotores do crescimento
vegetal em espécies arboreas pioneiras na regevetagdo de solos construidos em area de
preservagao permanente afetada pela mineracdo de carvao e que se encontra em processo inicial

de recuperagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o potencial da coinoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal
em promover o crescimento, a absor¢ao de N e P e a colonizagdo micorrizica em mudas
de espécies arbdreas nativas em casa de vegetacao em solo esterilizado proveniente de area
de mineragdo de carvao em processo de recuperagdo ambiental;

e Avaliar o potencial da coinoculagio de microrganismos promotores do crescimento vegetal
em promover o crescimento, a absor¢ao de N e P e a colonizagdo micorrizica em mudas
de espécies arboreas nativas produzidas em condigdes de viveiro;

e Avaliar a sobrevivéncia e crescimento de mudas de espécies arboreas nativas coinoculadas
com microrganismos promotores do crescimento vegetal em area de preservacio
permanente ap6s a mineragao de carvao;

e Avaliar a influéncia da inocula¢do de microrganismos promotores do crescimento vegetal
nos atributos microbiologicos do solo em area de mineracgdo de carvao em processo inicial
de recuperagdo apds a mineracao de carvao.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 MINERACAO DE CARVAO EM SANTA CATARINA

O carvdo mineral existente formou-se em trés periodos geologicos distintos: no
Carbonifero, Cretdceo e no Permiano. Aproximadamente 55% do carvdo mineral teve sua
origem no Cretaceo, 23,74% no Carbonifero e 16, 91% no Permiano. O carvao mineral presente
no Brasil originou-se no Permiano, hé cerca de 260 milhdes de anos (GOMES et al., 1998). O
carvao mineral no Brasil ¢ a maior fonte de energia ndo renovavel.

No Brasil as reservas de carvao mineral se encontram em depodsitos paleontologicos na
regido sul do pais. O estado de SC possui a segunda maior reserva medida de carvao mineral
do Brasil com 1.6 bilhdes de toneladas, ficando atras do Rio Grande do Sul com 6.5 bilhdes de
toneladas, e por ultimo o estado do Parana que possui uma reserva de 100 milhdes de toneladas
(ANM, 2019).

O Distrito Carbonifero de Santa Catarina apresenta uma 4rea de 1.850 km? abrangendo
trés Bacias Hidrograficas (Ararangud, Tubardo e Urussanga) englobando os municipios de
Orleans, Lauro Miiller, Cricitima, Sideropolis, Treviso, Urussanga, Forquilhinha, Igara,

Ararangud e Maracaja (Figura 1) (NASCIMENTO et al., 2002).
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Figura 1. Localizagdo das Bacias Hidrograficas do sul catarinense e delimitacdo da Bacia
Carbonifera de SC.
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Fonte: BRASIL (2018).

O carvao mineral na Bacia Carbonifera de Santa Catarina foi descoberto no ano de 1883.
Desde o ano de 1886 vem sendo feita a extracdo do carvao em Santa Catarina (BELOLLI,
QUADROS e GUEDI, 2002), mas somente na década de 1940 com a criacdo da Companhia
Siderurgica Nacional (CSN) foi que o estado passou a intervir na exploragdo efetiva do carvao.
A partir de entdo, a extragdo em maior escala desse minério tomou grandes proporcdes em SC,
chegando até mesmo a liderar em nivel nacional a producdo de carvdo mineral durante essa
época (CASTILHOS e FERNANDES, 2011).

No ano de 2018 a produgao bruta de carvao mineral (ROM) no Brasil foi de 10.483.793
toneladas, onde 61,7% da producdo foi proveniente do estado de Santa Catarina, 34,6% do Rio
Grande do Sul e 3,7% do Parana. O faturamento total para 2018 foi de R$ 1.07 bilhdes, SC
(64%), RS (32%) e PR (4%) (SIESC, 2018). O ultimo Balango Energético Nacional divulgado
em 2020, tendo como ano base 2019, mostrou que o consumo interno de carvao mineral para a
geragdo de energia elétrica representou 3,3% da energia elétrica total gerada no pais (MME,
2020). H4 uma tendéncia de queda no consumo mundial de carvao mineral prevista para os

proximos anos em decorréncia da busca por maior eficiéncia energética e o uso cada vez maior
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de energias renovaveis (ANM, 2017). No Brasil no ano de 2019 a queda observada no consumo

foi de -5,7% (MME, 2020).

4.2 IMPACTOS DA MINERACAO DE CARVAO EM SANTA CATARINA

Durante a maior parte da histéria de exploragao do minério do carvao em Santa Catarina
ocorreu sem nenhuma preocupagao com as consequéncias que tal processo poderia acarretar ao

meio ambiente (BELOLLI, QUADROS e GUIDI, 2002). Somente a partir do ano de 1982 por

meio da criagdo da Portaria n® 917 é que vem sendo realizadas regulamentagdes ambientais

visando a minimizag¢do, recupera¢do de areas degradadas e medidas que freiem os impactos
causados pela exploragao do carvao mineral em Santa Catarina (DNPM, 1982; NASCIMENTO
et al., 2002). As mineradoras precisaram aperfeicoar os métodos de extragdo, de tratamento e
deposicao de residuos para reduzir os impactos ambientais, entretanto, muitos problemas
permanecem ainda sem solugdo (LOPES, SANTO e GALATTO, 2009).

A extragdo do carvao mineral pode ser realizada de duas formas: a céu aberto ou
subterranea por meio da abertura de bocas de mina. A extragdo do carvao mineral a céu aberto
era feita quando o carvao se encontrava mais proximo das camadas superiores solo, até¢ 30 m
de profundidade. E o carvao mineral localizado numa profundidade maior que 30 m ¢ extraido
de forma subterranea (KOPPE e COSTA, 2008). Atualmente o carvao mineral em SC ¢ extraido
apenas de forma subterranea.

Independentemente do tipo de extragdo de carvao realizada, seja a céu aberto ou
subterranea, estima-se que de cada 1000 kg minerados cerca de 600 kg sdo compostos por
materiais denominados rejeitos e estéreis (NASCIMENTO et al., 2002). Rejeitos e estéreis
contém normalmente pirita e outros minerais sulfetados, e quando esses minerais sdo expostos
a oxigénio e umidade sofrem oxidagdo, gerando, por exemplo, 4cido sulftrico, sendo
responsavel pela drenagem acida de mina (DAM). Esses rejeitos de mineragao foram durante
muito tempo depositados em areas a céu aberto (CAMPOS et al., 2010).

A extragdo de carvao mineral a céu aberto envolvia a remocdo de uma grande
quantidade de rochas para se ter acesso as camadas de carvdo. Esse processo de extracdo
resultou na formagao de cavas, com até 20 m de altura ¢ na inversao dos horizontes do solo,
com os estéreis de mineragdo situados na parte superior e a vegetacdo e solo depositados na
base (KOPPE e COSTA, 2008). A extracdo de carvdo mineral a céu aberto ocasionou a

degradacdo de cerca de 6.500 ha de solos férteis na Bacia Carbonifera de SC (BRASIL, 2018).
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Além do impacto visual gerado devido a retirada das camadas superficiais do solo e inversao,
podem-se citar outros prejuizos associados, como: desmatamento, alteragdo da superficie
topografica e da paisagem, perda ou destruicao de solos superficiais férteis, desestabilizagao de
encostas e terrenos em geral, alteragdo de corpos de dgua e de niveis freaticos, exposicao de
areas aos fendmenos de dindmica superficial (como erosdo e assoreamento), contaminac¢ao de
corpos d’agua, entre outros, que por vezes acabam gerando também problemas socioambientais
(KOPEZINSKI, 2000; CAROLA, 2002; MENEZES; WATERKEMPER, 2009; CASTILHOS;
FERNANDES, 2011; SILVA; FERREIRA, 2015).

Em 1993, o Ministério Publico Federal instaurou uma agdo civil publica (ACP n°
93.8000533-4) com o objetivo de recuperar os passivos ambientais gerados pela lavra de carvao
no periodo de 1972 a 1989, foram considerados 24 réus entre eles empresas carboniferas, o
Estado e a Unido, sendo de fato condenados somente no ano 2000.

Atualmente, o processo de extracdo de carvao mineral em Santa Catarina envolve
apenas a minerac¢ao subterranea, que embora ndo apresente um impacto visual tao forte quanto
a mineragao a céu aberto, causa impactos enormes de contaminacao dos recursos hidricos por
drenagem 4acida de mina (DAM). Dos trechos de rios analisados no ultimo relatorio do Grupo
de Estudos Ambientais (GTA) (BRASIL, 2018), que se encontram inseridos nas bacias
hidrograficas abrangidas pela mineragdo no sul do estado, cerca de 1240 km de rios estdo sob
a influéncia da mineragdo, e deste montante 40,3% se mostram com elevada acidez indicado a
existéncia de aporte de efluentes acidos. Embora a deposicao de rejeitos seja feita de acordo
com as recomendacgdes dos 6rgdos ambientais, mesmo assim pode ser nociva ao meio ambiente,
portanto se faz necessario repensar o modelo de extracdo atual para garantir menos impactos

sob 0 meio ambiente de forma geral.

4.3 ESPECIES PIONEIRAS COM POTENCIAL DE REVEGETACAO EM AREAS
DEGRADADAS

A recuperagdao de areas degradadas por métodos fisico-quimicos convencionais,
normalmente exige um grande investimento financeiro, apresentam eficacia limitada, e podem
até mesmo afetar de forma irreversivel as propriedades do solo (FRANCO et al., 1992;

DELGADILLO et al., 2011).



24

A revegetagdo de areas degradadas consiste na inser¢cdo de uma cobertura vegetal
visando a recuperagdo paisagistica, assim como o controle dos processos erosivos € a
recuperagao das propriedades do solo (SIQUEIRA; SOARES; SILVA, 2008), além de trazer
outros beneficios, como: protecdo contra a radiacdo solar, que mantém as temperaturas mais
baixas e reduz a perda de a4gua por evaporacao, maior ciclagem de nutrientes, além de beneficiar
as atividades bioldgicas no solo, amenizando assim, os fatores adversos a sucessao ecoldgica
(BROWN; LUGO, 1994; DA SILVA; SCARANO; CARDEL, 1995).

E importante que as espécies de plantas selecionadas para revegetagio se adaptem bem
as condigdes prevalentes de solo e ambiente, sendo ideal que essas espécies formem associagao
com os simbiontes radiculares, especialmente as BFN e os FMA, garantindo capacidade de
fixacdo do N> atmosférico em virtude da caréncia desse nutriente na maioria dos solos
degradados e maior absorcao de fosforo (SIQUEIRA; SOARES; SILVA, 2008).

Nesse contexto, a adogdo de programas de revegetagdo com espécies arboreas nativas
que possuam caracteristicas adaptativas a esses ambientes e pioneirismo na sucessao ecoldgica
tendem a facilitar a recuperagao desses ambientes. As espécies pioneiras sdo consideradas
espécies chaves para o arranque inicial, pois apresentam crescimento rapido, recobrindo
rapidamente o solo; podem melhorar as condigdes fisicas e quimicas do solo, acumulando
matéria organica e reciclando nutrientes; a deposi¢do de folhas e o crescimento das raizes das
espécies pioneiras estabilizam o solo, aumentam a atividade bioldgica, criando assim condi¢des
favoraveis para o estabelecimento de outras espécies mais exigentes (FRANCO, 1991;
FRANCO etal., 1992; CDB, 2008; ALMEIDA, 2016;). Geralmente, quanto maior a degradagao
da area ¢ recomendada a utilizagdo de uma maior densidade de espécies pioneiras (ALMEIDA,
2016).

Uma espécie que apresenta excelente potencial de aplicagdo na revegetacdo de areas
degradadas ¢ Citharexylum myrianthum Cham. (MARCONATO; MAIMONI-RODELLA;
ATTANASIO, 2015). C. myrianthum ¢ conhecida popularmente como tucaneira, pau-viola,
taruma, entre outros nomes populares, ¢ uma espécie nativa, com ocorréncia desde a Bahia ao
Rio Grande do Sul (nas regides nordeste, sudeste e sul), em formagdes de florestas pluviais e
semideciduas da Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado (AMARAL; ANTIQUEIRA; HORBACH,
2013; LORENZI, 2016). C. myrianthum possui um importante papel ecologico, uma vez que,
os frutos sd@o muito apreciados por varias espécies de aves e as flores sdo meliferas, atraindo
muitos insetos. A planta é pioneira, apresenta crescimento rapido, chegando a atingir 3 metros

em 18 meses (LEITE, 2017), ¢ adaptada a terrenos muito umidos e brejosos, sendo considerada
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indispensavel nos plantios mistos destinados a recomposi¢ao de matas ciliares degradadas
(LORENZI, 2016).

Mimosa scabrella Benth conhecida popularmente como bracatinga ¢ uma espécie
pertencente a familia Fabaceae. A espécie em questdo tem ocorréncia nativa no estado de Sao
Paulo até¢ o Rio Grande do Sul, mais precisamente na Floresta Ombrofila Mista (FOM)
(LORENZI, 2016; BAGGIO, 1994), mas também ocorre em formagdes da Floresta Ombrofila
Densa (DUTRA; MORIM, 2015). A bracatinga ¢ considerada uma espécie facilitadora na
sucessao ecologica por suas caracteristicas ecoldgicas como: pioneirismo, rapido crescimento,
e, portanto, ¢ bastante indicada para recomposi¢do de areas degradadas (CALLAWAY, 1995;
CITADINI-ZANETTE et al., 2017). Essa espécie pode atingir até 3,5 metros de altura em dois
anos, chega a idade reprodutiva aos trés anos, vivendo aproximadamente 30 anos, além de
incorporar altos niveis de N e P ao solo (LORENZI, 2016; SOBIERAJSKI; KAGEYAMA;
SEBBENN, 2006; FERREIRA et al., 2013; FERREIRA et al., 2016).

Outra leguminosa com potencial de uso na recuperacao de areas degradadas ¢ a Senna
multijuga. S. multijuga é conhecida popularmente como pau-cigarra, ¢ uma espécie nativa que
ocorre em quase todo o territdrio nacional, principalmente na mata pluvial da encosta atlantica
(LORENZI, 2016). Por se tratar de uma espécie pioneira, de crescimento rapido, podendo
atingir até 3,5 metros em dois anos no campo, a espécie pode ser recomendada para uso em
programas de revegetacao de areas degradadas (LORENZI, 2016).

Schinus terebinthifolius ¢ conhecida popularmente como aroeira-vermelha, e pertence a
familia Anacardiaceae. S. terebinthifolius ¢ uma espécie nativa da Mata Atlantica, com
ocorréncia desde Pernambuco até o Mato Grosso do Sul, e na Regido Sul nos estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, presente em diversas formagdes vegetais nesses locais. Em
Santa Catarina ocorre ao nivel do mar até 1.200 m de altitude, podendo ocorrer tanto em solos
secos, arenosos e argilosos (LORENZI, 2016). A aroeira-vermelha ¢ uma espécie pioneira,
competitiva, apresenta tolerancia higromorfica, boa interagdo biodtica, muito procurada pela
avifauna, possui flores meliferas, todas essas caracteristicas aliadas a sua alta plasticidade
ecoldgica, permitem que ela se desenvolva em ambientes profundamente alterados por agdes
antropicas, e, portanto, ¢ indicada para a recomposi¢do de areas degradadas (KAGEYAMA;
GANDARA, 2000; LORENZI, 2016; CARVALHO, 1994; SOUZA et al., 2001; KNAPIK;
MARANHO, 2007). As mudas se desenvolvem rapido, atingindo até 4,5 metros em dois anos
(LORENZI, 2016; KNAPIK; MARANHO, 2007).
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4.4AMICRORGANISMOS PROMOTORES DO CRESCIMENTO VEGETAL

O grupo de microrganismos com capacidade de promover o crescimento vegetal ¢
bastante amplo e diverso filogeneticamente (BERG et al., 2014; LI et al., 2019). Podem habitar
os tecidos internos vegetais e/ou a rizosfera (LI et al., 2019), sendo que essas caracteristicas
podem ser obrigatérias ou facultativas para os diferentes grupos e inclusive dentro deles, no
caso dos FMA, por exemplo, parte do seu ciclo de vida precisa obrigatoriamente de um
hospedeiro (MORTON; BENNY, 1990). Esses microrganismos podem ser comumente
encontrados na rizorfera das plantas, por ser esta uma regido de intensa atividade microbiana
promovida principalmente pela grande liberagdo de exudatos pelas plantas (OLIVEIRA;
URQUIAGA; BALDANI, 2003).

Os microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV) podem atuar no
desenvolvimento e no crescimento das plantas por meio de mecanismos diretos e/ou
mecanismos indiretos. Como mecanismos diretos os MPCV podem atuar na produgdo de
reguladores de crescimento como, por exemplo, os fitohormdnios - auxinas, citocininas e
giberelinas, podem suprimir a producdo do etileno, aumentar a captacdo de agua e nutrientes
(com ajuda de fixadores de N», solubilizadores de fosfato, produtores de sideroforos, etc)
(ABHILASH et al., 2016; BAKHSHANDEH et al., 2020). Os mecanismos indiretos incluem a
inibi¢ao de patogenos através da producdo de antibidticos ou enzimas liticas da parede celular,
como quitinases, e induzindo os mecanismos de defesa das plantas (SARMA et al., 2015;
ABHILASH et al., 2016).

Dentre os microrganismos promotores do crescimento vegetal podemos ter os seguintes
grupos de microrganismos: rizébios (MOREIRA; SIQUEIRA; BRUSSAARD, 2008),
rizobactérias nao formadoras de nddulos (BENIZRI; BAUDOIN; GUCKERT, 2001), os
microrganismos endofiticos (WILSON, 1995) e os fungos micorriizicos arbusculares (FMA)

(SMITH; READ, 1997).

4.4.1 Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMA)

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem ao filo Glomeromycota, sao
biotréficos obrigatorios, asseptados e colonizam intercelularmete e intracelularmente o cortex
de raizes. Estima-se que os FMA sdo capazes de estabelecer associagdo com cerca de 80% das

raizes de espécies vegetais (SMITH; READ, 1997; SCHUBLER et al., 2001). O Filo
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Glomeromycota conta com cerca de 288 espécies descritas (OPIK; DAVISON, 2016), sendo que,
no Brasil foram registradas 192 spp. (MAIA et al., 2020). Com base em numeros morfolégicos e
moleculares acreditasse que o nimero de espécies de Glomeromycota esteja entre 2.700 e 1.700,
respectivamente (OPIK; DAVISON, 2016).

A micorriza arbuscular forma uma associagdo mutualistica na qual o fungo cresce nos
tecidos vegetais vivos e obtém fotossintatos da planta hospedeira, € em troca a planta recebe
melhorias nutricionais proporcionadas pelos FMA (SMITH; READ, 1997), principalmente em
relacdo aos elementos de baixa mobilidade que ndo estdo ao alcance das raizes, como € o caso
do fosforo (NOGUEIRA; CARDOSO, 2006; NOVAIS; SIQUEIRA, 2009; BALOTA;
MACHINESKI; STENZEL, 2011), zinco (ANDRADE et al., 2009), cobre (SOARES;
SIQUEIRA, 2007) e ferro (KAHNEH et al., 2006), mas também podem proporcionar uma
maior absor¢do de outros nutrientes como ¢ o caso do nitrogénio (HODGE; CAMPBELL;
FITTER, 2001; GOVINDARAJULU et al., 2005) e do potassio (GUPTA et al., 2002). A capacidade
dos FMA de fornecer nutrientes para as plantas estd associada ao micélio extrarradicular do FMA,
que explora um volume muito maior de solo do que as raizes, com uma taxa de extensao cerca de
820 vezes maior do que a da raiz, aumentando consideravelmente a capacidade de absor¢ao do
sistema radicular (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os FMA também favorecem a relagdo agua-planta (SYLVIA; WILLIANS, 1992),
podem conferir maior resisténcia a condigdes de estresse climaticos e edaficos (SMITH; READ,
1997, BACON; WHITE, 2000; REINHARDT, 2007), aumentar a tolerancia das plantas a
toxicidade por metais pesados como o Cd, Cr, Ni, Pb e Cu, entre outros (SINGH et al., 2019;
ZHANetal.,2019; WU et al., 2020), aumentar a prote¢ao das plantas contra patogenos (SIKES;
COTTENIE; KLIRONOMOS, 2009) e a pragas (VANNETTE; HUNTER, 2009) e contribuir
para o estabilizacao de agregados estaveis no solo (SYLVIA, 1999; CHAO et al., 2009). Além
disso, os FMA podem ainda determinar o padrdo de sucessdo ecologica de uma comunidade
vegetal (RAMOS-ZAPATA; ORELLANA; ALLEN, 2006; STURMER; SIQUEIRA, 2008;
MORALES-LONDONO et al., 2019).

Para que ocorra o estabelecimento das micorrizas arbusculares € necessaria uma
sequéncia de eventos complexos coordenados pelo fungo, pela planta e suas interagdes, cujos
mecanismos de regulagcdo ainda sdo pouco conhecidos (KIRIACHEK et al., 2009). Apesar
disso, estudos sugerem que moléculas chamadas estrigolactonas produzidas e exsudadas pelas
raizes de espécies hospedeiras e nao hospedeiras de FMA e lipo-quito-oligossacarideos (LCOs)

produzidos pelo FMA, atuam como compostos sinalizadores da formagao ou regulacdo da
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simbiose micorrizica arbuscular na fase inicial (AKIYAMA, MATSUZAKI, HAY ASHI, 2005;
GARRIDO, 2009; REINHARDT, 2007; MOHANTA e BAE, 2015). Subsequente aos eventos
de sinalizagdao dessas duas moléculas, cascatas de sinalizagdo sdo ativadas para desenvolver
uma relacdo simbidtica adequada entre o FMA e a planta (MOHANTA e BAE, 2015).

Devido as excelentes caracteristicas apresentadas pelos FMA, eles tém sido estudados
cada vez mais nos ultimos anos e comprovado a sua importancia e eficacia na recuperagao da
cobertura vegetal de areas degradadas, tanto com espécies vegetais inoculadas com simbiontes
aloctones (POUYU-ROJAS; SIQUEIRA; SANTOS, 2006) quanto por meio do manejo de
comunidades nativas (SCHREINER et al., 2007; STOFFEL et al., 2016; GONZALEZ-
ROCHA, 2016). Os FMA também tém demonstrado que desempenham as fungdes mais
importantes em ecossistemas naturais e agricolas, quando comparados com outros tipos de
micorrizas (CARDOSO; NOGUEIRA; ZANGARO, 2017). O nivel de dependéncia micorrizica
das espécies vegetais em relacdo aos FMA para o seu crescimento e absor¢do de fosforo ¢é
bastante variavel. Sendo assim, a dependéncia micorrizica ¢ definida como “o grau de
dependéncia da planta da condicdo micorrizica para atingir seu crescimento ou produ¢do

maxima num determinado nivel de fertilidade do solo (MIRANDA; MIRANDA, 2004).

4.4.2 Bactérias endofiticas

Os microrganismos endofiticos foram mencionados pela primeira vez no inicio do
século XIX, mas apenas em 1866 foi que Bary delineou uma possivel diferenca entre os
microrganismos endofiticos e os patogénicos de plantas (AZEVEDO, 1998). Inicialmente, os
microrganismos endofiticos foram definidos como assintomadticos e devido a isso ficaram
praticamente esquecidos até a década de 70.

Atualmente, sdo consideradas bactérias endofiticas aquelas que colonizam o interior de
tecidos vegetais sem causar sintomas de doencas aparente (DOBEREINER, 1992; WILSON,
1995; AZEVEDO; ARAUJO, 2007), ocupando os espacos inter e intracelulares (GARCIA et
al., 2012). As bactérias endofiticas abrangem tanto bactérias gram-positivas como as gram-
negativas, e incluem géneros como: Acetobacter, Acinetobacter, Afipia, Aminobacter,
Azoarcus, Azospirillum, Aminobacter, Burkholderia, Comamonas, Devosia, Enterobacter,
Herbaspirillum, Nocardia, Pantoea, Pseudomonas, Rhizomonas, Xanthomonas, Zymomonas,
entre outros (LODEWYCKX et al., 2002). Algumas bactérias, como € o caso das pertencentes

ao género Azospirillum, sdo consideradas endofiticas facultativas (BALDANI et al., 1997),
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pois, podem sobreviver no solo na forma de cistos (BASHAN; HOLGUIN, 1997) e, ou, utilizar
poli-B-24 hidroxibutirato como fonte de carbono e energia (BALDANI et al., 1999) quando nao
associadas aos tecidos vegetais.

A atividade e a ocorréncia das bactérias endofiticas no solo sdo fortemente influenciadas
por estresses fisicos (baixa umidade e alta temperatura), quimicos (acidez e baixos teores de
nutrientes e carbono) e biologicos (espécie vegetal ndo hospedeira), (BASHAN; HOLGUIN,
1997; BALDANI et al., 1999).

Os microrganismos endofiticos podem desempenhar importante papel na reabilitacao e
sustentabilidade dos ecossistemas, pois contribuem ou sdo responsaveis pela adaptagdo das
plantas ao estresse biotico e abiodtico. Estudos t€ém demonstrado que alguns endofiticos sdo
capazes de incorporar N por meio da fixa¢do bioldgica em quantidades que podem variar de 25
a 50 kg ha'! ano™! de N, melhorar o crescimento das plantas hospedeiras por meio da producio
e liberagdo de fitohormonios como auxinas, giberelinas e citocininas, aumentar a tolerancia a
condi¢des de estresse, produzir compostos antimicrobianos que protegem a planta contra o
ataque de fitopatdgenos, excretar substancias poliméricas extracelulares de imobilizacdo
metdlica, entre tantos outros beneficios que esse microrganismos podem promover as plantas
(BAZZICALUPO; OKON, 2000; HEYDARI; PESSARAKLI, 2010; ALY; DEBBAB;
PROKSCH, 2011; REN; LI; GAO, 2011; MA et al, 2016; SUN et al., 2018). Os
microrganismos endofiticos t€ém sido estudados visando, por exemplo, a producido de
inoculantes para crescimento vegetal e biocontrole (QUECINE; BATISTA; LACAVA, 2014;
LACAVA; AZEVEDO, 2014; SANTOS et al., 2015; VERMA et al., 2018a; CHUNG et al.,
2018). Entretanto, a maioria dos estudos com bactérias endofiticas sdo realizados com espécies
de importancia econdmica, como a cana-de-agucar (KLEINGESINDS et al., 2018; SILVEIRA et
al., 2018; SILVA et al., 2018), milho (SANTOS et al., 2015; MARAG; SUMAN, 2018; MARAG:;
SUMAN; GOND, 2018) ¢ o arroz (VERMA et al., 2018b; NAHER et al., 2018; CHUNG et al.,
2018), poucos sdo os trabalhos que focam nos microrganismos endofiticos associados a espécies

arboreas.
4.4.3 Bactéria fixadoras de nitrogénio (BFN)
A fixagao biologica do nitrogénio (FBN) ¢ realizada por um grande e diversificado

grupo de microrganismos de vida livre ou em simbiose com plantas, que possuem a enzima

nitrogenase, capaz de reduzir N> a NH3, a forma assimilavel pelas plantas (VOET; VOET, 1995;
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MOREIRA; SIQUEIRA; BRUSSAARD, 2008; BRUIJN, 2015). Dentre as bactérias fixadoras
de nitrogénio (BFN) se destacam os rizobios. O termo “rizobio” € utilizado para definir o grupo
de BFN capaz de formar nédulos em associagdo com espécies de leguminosas, pois trata-se na
verdade, de um grupo parafilético onde se encontram todas as bactérias pertencentes as
Protobactérias com capacidade de formar esse tipo de simbiose, sendo divididos em a e B-
Proteobactérias.

Atualmente se conhecem inimeras espécies de rizobios, que se encontram distribuidos
dentro do grupo das a-Proteobactérias e f-Proteobactéria (VELAZQUEZ et al., 2017). Em o-
Proteobactérias temos os géneros: Rhizobium (JORDAN, 1982), Bradyrhizobium (JORDAN,
1984), Azorhizobium (DREYFUS; GARCIA; GILLIS, 1988), Ensifer (CASIDA, 1982)
(anteriormente Sinorhizobium (CHEN; YAN; LI, 1988), Mesorhizobium (JARVIS et al., 1997),
Allorhizobium (DE LAJUDIE et al., 1998), Devosia (RIVAS et al., 2002), Methylobacterium
(JOURAND et al., 2004), Ochrobactrum (TRUJILLO et al., 2005), Phyllobacterium
(MANTELIN et al., 2006), Shinella (LIN et al., 2008), Aminobacter (MAYNAUD et al., 2012),
Microvirga (ARDLEY et al., 2012), Neorhizobium (MOUSAVI et al., 2014) e Pararhizobium
(MOUSAVI et al, 2015). Nas p-Proteobactéria encontram-se espécies dos géneros
Burkholderia (MOULIN et al., 2001), Cupriavidus (CHEN et al., 2001) e Paraburkholderia
(SAWANA; ADEOLU; GUPTA, 2014).

Alguns rizébios sdo muito especificos, com capacidade para nodular um numero
reduzido de espécies, enquanto outros sdo menos seletivos. A eficiéncia para infectar as células
da raiz se deve ao intercambio de sinais entre os simbiontes. Flavonoides exsudatos pelas
plantas induzem a expressao dos genes nod em Rhizobium, envolvidos na sintese dos fatores de
nodulagdo (REDMOND et al., 1986; PERRET; STAEHELIN; BROUGHTON, 2000) que
estimulam os pelos radiculares permitindo a entrada de rizobios na planta. Posteriormente, os
fatores de nodulag¢do induzem a formacdo de um canal de infecgdo ¢ a divisdo das células corticais,
levando a formagdo dos nodulos que apresentam um interior perfeitamente estruturado (YAO;
VINCENT, 1969; XI et al., 2000). Nos nédulos ocorre a redugao do nitrogénio gasoso (N2) em
nitrogénio amoniacal (NH3). Assim, ha fixacdo de nitrogénio sob a forma de amonia, que ¢
disponibilizado a planta simbionte, a qual, em contrapartida, fornece metabolitos para o
desenvolvimento dos rizébios (MUNIZ; FILHO; SA, 2012).

Alguns trabalhos realizados nas areas de mineracdo em SC tém demonstrado bons
resultados de crescimento em espécies de leguminosas inoculadas com isolados de rizobios

nativos. Moura et al. (2016), isolou e avaliou a eficiéncia de 19 isolados de rizébios
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provenientes de areas de mineragdo em Criciima nas espécies arboreas Mimosa bimucronata
(marica), Mimosa scabrella (bracatinga) e Parapiptadenia rigida (angico-vermelho), e
alcancaram excelentes resultados com algumas das estirpes no crescimento do marica ¢ da
bracatinga. Hernandez et al. (2017) avaliou 16 dos 19 isolados obtidos por Moura et al. (2016)
nas leguminosas herbaceas Vicia sativa (ervilhaca) e Calopogonium mucunoides

(calopogdnio), obtendo resultados promissores no crescimento das espécies avaliadas.

4.4.4 Rizobactérias nao formadoras de nodulos

Ha a ocorréncia no solo de uma grande diversidade de bactérias que vivem na rizosfera
e acredita-se que de 7 a 15% de toda a superficie das raizes sd@o ocupadas por esses
microrganismos (GRAY; SMITH, 2005). Dentre as quais, muitas tém capacidade de fixar
nitrogénio, algumas por meio de associacdo mutualistica, como ¢ o caso dos rizdbios e das
bactérias endofiticas, que ja foram tratados aqui, mas ha também os fixadores de nitrogénio de
vida livre que nao necessitam associar-se as plantas, como ¢ o caso de muitas rizobactérias nao
formadoras de nodulos.

As rizobactérias ou bactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCV - BPCV), como
sao conhecidas, podem efetuar a solubilizagdo de nutrientes do solo, como os fosfatos minerais
(SOUCHIE; ABBOUD; CAPRONI, 2007), sdo capazes de produzir hormdnios vegetais, como
o acido-indol-acético (AIA) (CATTELAN, 1999). Estima-se que 80% das RPCV sdo capazes
de produzir AIA, sendo que vai variar de acordo com a espécie de bactéria, cepa, espécie
vegetal, substrato disponivel e condi¢des de cultivo. As quatro principais vias de producao de
AIA estdo associadas ao triptofano, que € o precursor formado nessas vias (HAYAT et al.,
2010). Diversos géneros de rizobactérias vém sendo descritos, com interagdes e efeitos
positivos em diversas culturas, como: arroz (ADNAN et al., 2016), lentilha (SHAH et al., 2018),
milho, batata, alface, entre outras (PAREWA et al., 2018), inclusive em condigdes de estresse
ambiental (NADEEM et al., 2014).

Dentre os géneros mais estudados temos: Azospirillum (que também ¢ considerado
endofitico facultativo), Bacillus e Pseudomonas do grupo fluorescente, que auxiliam diversas
culturas em seu desenvolvimento, desde a germinagdo até a produgdao (FILHO; FERRO;
PINHO, 2010; MOREIRA et al., 2010). Esses géneros podem ainda suprimir fitopatogenos pela
producdo de siderdéforos e antibioticos (LOPER; BUYER, 1991; VOISARD, et al., 1994; LIU
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etal.,2017; LIU et al., 2018). O potencial dessas bactérias ainda € pouco estudado, muito menos
com espécies vegetais arboreas visando a recuperacao de areas degradadas.

Como pode ser observado em muitos trabalhos publicados nos ultimos anos, a
importancia da associagdo simbidtica entre plantas e os microrganismos promotores do
crescimento vegetal ¢ essencial para a obtencdo de crescimento mais rapido, captacdo de
nutrientes como o N e o P, além de muitos outros ganhos proporcionados pela inoculagdo nas
inimeras espécies estudadas. Isso deixa claro a necessidade de se investigar e conhecer melhor
os mecanismos envolvidos nessas relagdes para o uso e aplicacdo desses microrganismos em
maior escala, seja na agricultura ou na recuperagdo de areas degradadas (POUYO-ROJAS;
SIQUEIRA; SANTOS, 2006; MOURA et al., 2016; HERNANDEZ et al., 2017; MELO et al.,
2018; CABRINI; SALA; MAGRI, 2019).

4.5 ESTUDOS ENVOLVENDO OS MPCV COM AS ESPECIES ARBOREAS
SELECIONADAS

4.5.1 Citharexylum myrianthum

C myrianthum pode estabelecer simbiose com FMA (SIQUEIRA et al., 2007). Em
estudo realizado por Pasqualini, Uhlmann e Stiirmer (2007) observaram efeitos significativos
nos parametros de crescimento e nutri¢ao avaliados em mudas de C. myrianthum em condigdes
de casa de vegetacao inoculadas com comunidades de FMA. A espécie também ja foi avaliada
em relacdo a coinoculagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato ¢ FMA em condigdes de
viveiro (PASQUALINI, 2013). Embora a espécie apresenta excelente potencial de aplicacao
em areas degradadas os estudos com C. myrianthum ainda sdo muito escassos em relagdo a

inoculagdo de MPCV de forma geral.

4.5.2 Mimosa scabrella

A bracatinga possui capacidade de se associar simbioticamente com rizdbios, sendo que
a maioria dos estudos envolvendo a espécie tem sido estudada em relacdo a inoculagdo e
associacdo com diferentes estirpes de rizobios (GAIAD; CARPANEZZI, 1984; SATURNO;
ANDRADE, 2015; MOURA et al., 2016). As estirpes BR3454 (Bulkholderia mimosarum)
(CHEN et al., 2005; CHEN et al., 2006) e BR3437 (Bulkholderia sp.) (CHEN et al., 2005) sdo
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as estirpes recomendadas pela RELARE (Reunido da rede de laboratorios para a recomendacao,
padronizagdo e difusdo de tecnologia de inoculantes microbianos de interesse agricola) e
autorizada pelo MAPA para a produgdo de inoculantes. Moura et al. (2016) isolou estirpes de
rizobios provenientes da rizosfera de individuos de bracatinga em areas de mineracao, e avaliou
em casa de vegetacdo quanto a capacidade desses isolados em formar nddulos e fixar nitrogénio
na espécie. Algumas das estirpes avaliadas mostraram-se muito eficientes em fixar nitrogénio.

A bracatinga também pode associar-se simbioticamente com FMA (SIQUEIRA et al.,
2007). Em experimento com M. scabrella em condigdes de casa de vegetacao usando solo de
areas de mineracdo de carvao contendo rejeitos, a inoculacdo de estirpes autdctones de FMA
propiciou elevada colonizagdo micorrizica, as estirpes foram eficientes na absor¢do de P, além
do que, promoveram o acumulo de elementos tracos na parte aérea da bracatinga (STOFFEL et

al., 2016).

4.5.3 Senna multijuga

S. multijuga possui capacidade de se associar simbioticamente com FMA (SIQUEIRA
et al., 2007). Os trabalhos que avaliaram inoculagdo em S. multijuga se resumem a estudos de
inoculagdo simples ou multiplas de FMA. Em trabalho realizado por Carneiro et al. (1996), S.
multijuga apresentou elevada dependéncia micorrizica, no qual a espécie recebeu um inoculante
contendo uma mistura de Glomus etunicatum Becker & Gerdemann e Gigaspora margarita
Becker & Hall, tanto no tratamento sem P, como no tratamento contendo superfosfato.

Nao foi relatado até o momento associagdo simbidtica entre rizobios em S. multijuga
(FARIA et al., 1984; SOUZA; SILVA; MOREIRA, 1994; LIRIO et al., 2012), isso pode estar
relacionado a especificidade rizobio-simbionte (ARAUJO; HUNGRIA, 1994). Ha estudos
mostrando que a nodulacdo em Caesalpinoideae ¢ muito baixa quando comparado com as outras
subfamilias de Fabaceae (MOREIRA, 1994; BARBERI et al., 1998). Embora ndo foi observado
até o momento associagao simbidtica de rizobios com a espécie, ndo ¢ possivel afirmar que nao
existe algum tipo de relagdo entre os rizdbios e a S. multijuga. Assim como as demais espécies,
em S. multijuga hé escassez de estudos de inoculag@o ou coinoculagdo de diferentes grupos de

MPCV.

4.5.4 Schinus terebinthifolius



34

Alguns trabalhos tém demonstrado a associacdo de S. ferebinthifolius com FMA
(CARNEIRO et al., 1996; POUYU-ROJAS; SIQUEIRA; SANTOS, 2006; SIQUEIRA et al.,
2007; SANTOS; SIQUEIRA; MOREIRA, 2008). Pouyu-Rojas, Siqueira e Santos (2006)
obtiveram bons resultados de coloniza¢do micorrizica com a espécie quando inoculada com
Eutrophospora colombiana. Em um trabalho realizado por Carneiro et al., (1996), onde a
aroeira vermelha foi inoculada com uma mistura de Glomus etunicatum Becker & Gerdemann
e Gigaspora margarita Becker & Hall, a espécie apresentou alta dependéncia micorrizica na
auséncia do P. Santos, Siqueira e Moreira (2008), em ensaio com FMA isolados de solos de
mineragdo de bauxita no crescimento inicial de espécies arbdreas nativas, observaram que em
S. terebinthifolius a espécie Paraglumus occultum (Walker) Morton & Redecker foi a que
apresentou maior colonizagdo micorrizica € nos demais parametros (massa seca da parte aérea,
area foliar, massa seca das raizes e teor de P), sendo que os resultados foram muito superiores
ao tratamento nao inoculado.

Trabalhos relatando a associacdo ou efeito de outros microrganismos promotores do
crescimento em S. ferebinthifolius ainda sdo escassos ou inexistentes, para tanto, sdo
necessarios maiores estudos buscando compreender essas possiveis interagdes de modo a
desenvolver um inoculante mais efetivo e que possa ser utilizado na recuperacao de diferentes

areas degradadas.

4.6 BENEFICIOS DA COINOCULACAO NA PROMOCAO DO CRESCIMENTO
VEGETAL

Coinoculagdo ¢ a introdugao simultdnea de microrganismos que apresentam potencial
de proporcionar beneficios para as plantas. A coinoculagdo objetiva obter um melhor resultado
a partir da premissa de que os microrganismos possam atuar de forma sinergética na melhoria
do crescimento vegetal (THOMLOUDI et al., 2019). No entanto, pode ocorrer competigao entre
os microrganismos envolvidos na coinoculagdo, levando a um efeito negativo ou nulo. Nesse
caso, ¢ possivel que a inoculacdo de apenas um microrganismo em uma determinada planta
apresente melhores resultados, ou que apenas a escolha dos microrganismos do co-indculo nao
foram os ideais (TRABELSI e MHAMDI, 2013).

A coinoculac¢do de Bacillus subtilis 101 com Azospirillum brasilense Sp245, por
exemplo, ndo apresentou efeito sinérgico na biomassa da planta em comparacdo com as

inoculagdes de um s6 microrganismo em tomate (Lycopersicon esculentum) (FELICI et al.,
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2008). Entretanto, varios trabalhos tém demonstrado resultados positivos da coinoculagdo em
relacdo a apenas a inocula¢do de um uUnico microrganismo (XAVIER e GERMIDA, 2002;
SUBRAMANIAN et al., 2015; MOREL et al., 2015; HUNGRIA; NOGUEIRA; ARAUJO,
2015; ARAUJO et al., 2016; HIDALGO; GABRIELA, 2016).

Figueiredo et al. (2008), observou em Phaseolus vulgaris co-inoculado com
Rhizobium tropici e Paenibacillus polymixa, maior crescimento das plantas, maior teor de
nitrogénio e nodulagdo, quando comparados ao tratamento com apenas o rizobio.

Zaidi e Khan (2006), em um trabalho desenvolvido em solo com baixa disponibilidade
de P, testaram o co-in6culo com quatro diferentes espécies de microrganismos (Bradyrhizobium
sp, Bacillus subtilis, Aspergillus awamori € Glomus fasciculatum) com diferentes combinagdes
entre eles, em Vigna radiata L. Wilczek. Obtiveram ao final, com a inoculacio tripla entre G.
fasciculatum, Bradyrhizobium sp e B. subtilis um aumento significativo da produ¢do de matéria
seca, teor de clorofila nas folhas e N, e absor¢ao de P nas plantas.

Muitos dos mecanismos pelos quais 0os microrganismos promotores do crescimento
vegetal podem atuar de forma sinergética na promoc¢ao do crescimento vegetal ainda ndo foram
bem elucidados. Algumas bactérias, por exemplo, afetam diretamente a germinagado dos esporos
de FMA e facilitam a promoc¢ao do crescimento vegetal por meio da associagdo com FMA
(CARPENTER, LOYNACHAN, STAHL, 1995). Outro possivel mecanismo seria pelo
aumento da permeabilidade celular das raizes por bactérias, facilitando a colonizag¢do
micorrizica, influenciando assim positivamente a fisiologia da planta (RAMASAMY et al.,
2011).

Os trabalhos com coinoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal
em espécies arbdreas, ainda sdo poucos, porém a maioria tem demonstrado excelentes
resultados (BURITY et al., 2000; JESUS; SCHIAVO; FARIA, 2005; DIAS et al., 2012)

portanto, ¢ uma area que apresenta um amplo campo de pesquisa a ser explorado.

4.7 INDICADORES DE RECUPERACAO AMBIENTAL

Ao longo do processo de revegetacao de solos degradados, ¢ importante a avaliagdo de
atributos do solo que possam indicar a evolu¢cdo da recuperagdo das areas impactadas. Até
recentemente, os atributos quimicos e fisicos do solo eram considerados na avaliacdo dos
impactos e da capacidade produtiva dos plantios florestais e na avaliagdo da qualidade do solo,

devido a intima relagio com o desenvolvimento vegetal (DORAN et al., 1994;
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SCHOENHOLTZ; MIEGROET; BURGER, 2000). Entretanto, atualmente, maior aten¢do vem
sendo dada ao estudo de atributos microbioldégicos (BARETTA et al., 2005; CHAER;
TOTOLA, 2007; DA SILVA et al., 2007).

Neste contexto, os microrganismos podem aumentar a capacidade produtiva de solos
por serem responsaveis principalmente pela constante ciclagem de nutrientes e na
disponibilidade de elementos como carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre, auxiliando, portanto,
no estabelecimento das espécies vegetais (MOREIRA e SIQUIERA, 2006).

Diferente dos indicadores fisicos e quimicos, 0s microrganismos possuem a
capacidade de dar respostas rapidas as mudangas na qualidade do solo. Algumas vezes,
mudangas na populagdo e atividade microbiana podem ocasionar alteragdes nas propriedades
quimicas e fisicas, refletindo um claro sinal de melhoria ou degradagio do solo (ARAUJO e
MONTEIRO, 2007). Aliado ao fato, varios estudos demonstraram que as propriedades
bioldgicas e bioquimicas do solo, tais como a respiragdo basal, a atividade enzimatica, o
nitrogénio da biomassa microbiana, a biomassa e diversidade microbiana podem funcionar
como indicadores mais sensiveis que os fisicos e quimicos, possibilitando detectar com maior
antecedéncia possiveis alteragdes ambientais pelo uso e manejo do solo (DORAN e PARKIN,
1994; ARAUJO e MONTEIRO, 2007; ARAUJO et al., 2012; KHEYRODIN; GHAZVINIAN;
TAHERIAN, 2012; CARVALHO; MOREIRA; CARDOSO, 2012; VASCONCELLOS et al.,
2016; BALOTA et al.,, 2014; JUNIOR; PORTILHO; MERCANTE, 2015; ZANINETTI;
MOREIRA; MORAES, 2016; FRANZLUEBBERS, 2016).

Alguns trabalhos envolvendo avaliagdes dos atributos microbioldgicos do solo j& foram
realizados em areas de mineracdo de carvao a céu aberto em recuperagdao (DOS SANTOS et
al.,2008; HOLANDA NETO, 2011; DA SILVA etal., 2019; QUADROS et al., 2016). Da Silva
etal. (2019) verificaram que os atributos microbioldgicos edaficos como o carbono da biomassa
microbiana (CBM), nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) e o quociente metabdlico
(¢CO2) apresentaram mudangas sensiveis em relagdo ao tempo de recuperagdo de areas de
mineracgdo de carvao, e, portanto, possuem potencial de aplicagdo no monitoramento de areas
degradadas. Sendo assim, se faz necessario um trabalho de monitoramento de atributos
microbiologicos desde o momento inicial do processo de revegetagdo de uma area degradada
pela mineragdo de carvao para compreender melhor ao longo do processo de recuperagao essa
dinamica e como essas avaliagdes podem ser utilizadas para diagnosticar a qualidade e melhoria

desse solo.
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5 CAPITULO 1

Coinoculagao de microrganismos promotores do crescimento vegetal em espécies
arboreas em condicdes de casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvdo em
processo inicial de recuperagao.

RESUMO

A mineragdo de carvao a céu aberto em Santa Catarina ocasionou a degradacao de 6.500 ha,
atingiu trés bacias hidrograficas que sofrem com a acidificagdo gerada pelos residuos do
processo de mineragdo, levando inclusive a problemas socioambientais nas comunidades
abrangidas. A revegetacdo dessas areas com as espécies arboreas pioneiras Citharexylum
myrianthum, Schinus terebinthifolius, Senna multijuga e Mimosa scabrella pode ser
considerada uma alternativa promissora, uma vez que essas espécies apresentam crescimento
rapido e sdo adaptadas a condigdes de baixa fertilidade do solo e alta luminosidade. Estudos
tém demonstrado que a coinoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal
(MPCV) em espécies arboreas podem aumentar a sobrevivéncia, o crescimento e facilitar a
adaptacao das mudas em ambientes que apresentam condi¢des estressantes, como ¢ o caso das
areas de mineragdo de carvao. O objetivo desse trabalho foi avaliar em condi¢des controladas
de casa de vegetacdo, os efeitos da coinoculagdo de MPCV nessas quatro espécies arboreas
pioneiras em solo de drea de mineracdo de carvao em processo inicial de recuperacdo. Os
microrganismos selecionados para essse estudo consistiram em um rizobio (R) Rhizobium sp.;
uma bactéria endofitica (E1) Pseudomonas sp.; uma bactéria rizosférica (E2) Pantoea sp. e um
inoculante comercial a base do fungo micorrizico arbuscular (FMA) Rizhophagus intraradices
(F) Rotella BR. Foram feitas coinocula¢des com todas as combinagdes possiveis entre os quatro
microrganismos, € inclusive a inoculacao simples de cada um. Apds 180 dias de crescimento
em casa de vegetagdo, as mudas foram avaliadas quanto ao crescimento, absor¢do de N e P,
colonizagdo micorrizica (CM) e nimero de esporos de FMA. De forma geral, a CM em C.
myrianthum, M. scabrella e S. terebinthifolius nos tratamentos que receberam o inoculante
comercial a base de FMA foi baixa, variando de 2% a 22%. Em C. myrianthum e M. scabrella
nas mudas inoculadas com o tratamento de tripla inoculagdo R+EI+F apresentaram
incrementos de 10% e 90% na altura, 33% e 94% no diametro, 313% e 192% na massa seca da
raiz (MSR) e de 254% e 221% na massa seca da parte aérea (MSPA), respectivamente, em
comparag¢ao com o controle sem inoculagdo (SI). Nas mudas de S. terebinthifolius o tratamento
de tripla inoculagdo E1+E2+F apresentou um incremento de 35% na altura, 22% no didmetro,
80% na MSR e de 93% na MSPA em relagdo ao tratamento SI. Em S. multijuga nas mudas
inoculadas com os tratamentos de coinoculagdo R+E1+F e 0 MIX com incrementos de 66% na
altura e de 64% no didmetro, na MSR 426% (R+E1+F) e 326% (MIX) e na MSPA 445%
(RTE1+F) e 555% (MIX) em comparacdo com o tratamento controle SI. Verificou-se que em
C. myrianthum e S. multijuga os tratamentos que mais influenciaram no crescimento vegetal
estdo entre os tratamentos que promoveram maior absor¢ao de N, ja em relagdo a absorcao de
P essa mesma relagao foi verificada em C. myrianthum e em S. terebinthifolius. Em condigdes
de casa de vegetagdo a coinoculagdo de microrganismos promoveu o crescimento das quatro
espécies avaliadas em solo proveniente de area de mineragdo em recuperagdo e, apresenta
potencial de aplicacdo na produgdo de mudas visando a revegetacdo de areas degradadas.

Palavras-chave: Revegetacdo; Promocdo do crescimento vegetal; Espécies pioneiras;
Sinergismo; Areas degradadas.
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5.1INTRODUCAO

O carvao mineral ¢ uma importante fonte de energia nao renovavel, com significativa
importancia econdmica para a regido sul do estado de Santa Catarina. No entanto, por mais de
um século a exploracdo desse minério resultou em impactos ambientais profundos,
principalmente a extragdo realizada a céu aberto, que deixou consequéncias ambientais
gravissimas afetando o solo, importantes bacias hidrograficas, e além de tudo, resultou em
problemas socioambientais na regiao (SILVA et al.,, 2013; CHAVES, 2016; ROCHA-
NICOLEITE, OVERBECK, MULLER, 2017; MENEZES et al., 2019).

Estima-se que 6.500 hectares de solos foram degradados na Bacia Carbonifera
Catarinense (BRASIL, 2019). Para que a recuperacao dessas areas seja eficaz, o primeiro passo
¢ o planejamento afim de evitar maiores danos (HOLL e AIDE, 2011). Por isso, estudos visando
a recuperacao de areas degradadas pela mineracdo de carvao em SC sdao fundamentais.

A revegetacdo de areas degradadas é uma técnica que tem por objetivo a formagao de
uma cobertura vegetal sob o solo. E importante que a revegetagao seja realizada logo apés a
reconstru¢do dos solos nas dreas degradadas, pois, o rdpido recobrimento evita que ocorra
erosao nesse solo, especialmente por se tratar de um solo que apresenta caracteristicas quimicas,
fisicas e bioldgicas diferentes de um solo natural (BASSET, SIMCOCK, MITCHELL, 2005;
BRASIL, 2008; ROCHA-NICOLEITE et al., 2013; ROCHA-NICOLEITE, OVERBECK,
MULLER, 2017). A escolhas das espécies arboreas ¢é parte fundamental nesse processo. Dentre
as caracteristicas importantes nas espécies arboreas selecionadas, o crescimento vegetal rapido
¢ importante pela necessidade de estabelecer rapidamente uma cobertura vegetal no solo. Nesse
caso, as espécies pioneiras seriam as mais indicadas para o plantio inicial, que além de
apresentarem crescimento rapido, possuem boa adaptagdo a solos com baixa fertilidade e alta
luminosidade (ROCHA-NICOLEITE et al., 2013). Além disso, ¢ desejavel que as espécies
nativas apresentem capacidade de produzirem frutos e flores atrativos a avifauna e aos insetos
(ALMEIDA; MOURA; VIEIRA, 2019).

Outra caracteristica aprecidvel na escolha das espécies ¢ a capacidade de
estabelecerem relagdes simbidticas com microrganismos promotores do crescimento vegetal
(MPCV), como rizobios e/ou fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Além destes, h4 ainda
uma diversidade de microrganismos endofiticos e rizosféricos que podem promover o
crescimento vegetal (PHILIPPOT et al., 2013; NANJUNDAPPA et al., 2019). Estudos de

inoculacdo de microrganismos em espécies arboreas visando a recuperagdo de areas degradadas
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pela mineragio em Santa Catarina ainda sdo poucos (GONZALEZ, 2016; STOFFEL et al.,
2016; MOURA et al., 2016; SILVA, 2020), e menos ainda considerando a coinoculacao desses
microrganismos (SILVA, 2020). A coinoculagdo pode favorecer ainda mais o desenvolvimento
vegetal, uma vez que os microrganismos podem atuar de forma sinergética (CELY et al., 2016;
WANG et al., 2019; NANJUNDAPPA et al., 2019).

No presente estudo foram selecionados quatro microrganismos com capacidade de
promover o crescimento vegetal com base em estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa
do Laboratorio de Microrganismos e Processos Biotecnoldgicos (LMPB) — UFSC. As espécies
vegetais escolhidas foram: Citharexylum myrianthum, Mimosa scabrella, Schinus
terebinthifolius e Senna multijuga, as quais sao espécies pioneira e nativas na Bacia Carbonifera
Catarinense e apresentam potencial de emprego na recupera¢do de areas degradadas. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a coinoculagcdo de microrganismos promotores do
crescimento vegetal em espécies arbdreas na recuperacao de areas degradadas pela mineragao

de carvao em SC.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Coleta de solo

Para a realizacdo dos experimentos em condi¢des controladas em casa de vegetacao foi
coletado solo em uma area de preservagao permanente (APP) que sofreu processo de mineracao
a céu aberto durante as décadas de 60 e 70. A area de coleta de solo — Area IV Belluno, localiza-
se no municipio de Sideropolis, SC e compreende uma area total de 42,23 ha. No ano de 2013
se deu inicio ao projeto de recuperagio da Area IV Belluno e finalizado em 2014. Atualmente
essa area se encontra em estagio inicial de sucessdo ecologica. Dentre as acdes para a
recuperagdo da Area IV Belluno, foram executadas: remodelamento topografico, construgio do
solo, introducdo da cobertura vegetal, implantacdo de sistemas de drenagem superficial, adi¢do
de calcario nas lagoas acidas e plano de monitoramento ambiental. Para a constru¢ao de solo
nessa area de APP foi estabelecido uma espessura de 120 cm, sendo que nos ultimos 30 cm de
solo construido, foram adicionados calcario, cama de aviario, turfa e fertilizantes quimicos
(NPK). O solo utilizado nos ensaios em casa de vegetagdo foi coletado nessa area no ano de

2017, na camada de 0 a 20 cm de profundidade e posteriormente homogeneizado.

5.2.2Analise quimica do solo

As andlises quimicas do solo foram realizadas pelo Laboratorio de Solos do Centro de
Pesquisa para Agricultura Familiar (CEPAF) da Epagri, seguindo as metodologias propostas
por Tedesco et al. (1995). Na tabela 1 € possivel observar os resultados das principais analises
quimicas desse solo. De acordo com o Manual de Adubagdo e Calagem para os estados do RS
e SC (2016), o pH desse solo ¢ considerado muito baixo, a matéria organica ¢ baixa, a
capacidade de troca de cations média, fosforo baixo e potassio, calcio e magnésio apresentaram

valores considerados altos.
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Tabela 1. Analises quimicas do solo usado nos experimentos em casa de vegetacao coletado
na Area VI-Belluno, Siderdépolis, SC.

%Argila pHH20 Indice SMP H + Al CTC pH MO N P K Al Ca Mg
m/v 1:1 7,0 % g/kg mg/dm’ cmol/dm?

38 4,7 5,8 5,3 14,9 L5 0,75 83 920 13 6,0 14,7
Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Notas: H = hidrogénio; Al = aluminio; CTC = capacidade de troca de cations; MO = matéria organica;
P = fosforo; K = potassio; Ca = calcio; Mg = magnésio.

5.2.3 Material biologico empregado

5.2.3.1 Espécies arboreas

Foram utilizadas quatro espécies arbdreas nativas da regido sul do estado de Santa
Catarina: Citharexylum myrianthum Cham. (tucaneira), Mimosa scabrella Benth. (bracatinga),
Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha) e Senna multijuga (Rich.) H.S.Irwin &
Barneby (pau-cigarra). (COLONETTI et al., 2009). As sementes de C. myrianthum, S.
terebinthifolius e Senna multijuga foram adquiridas junto ao Instituto Brasileiro de Florestas
(IBF). Ja as sementes de M. scabrella foram adquiridas com a Embrapa Agrobiologia de

Seropédica, RJ.

5.2.3.2 Microrganismos utilizados

Quatro microrganismos promotores do crescimento vegetal foram selecionados para os
testes de promogdo do crescimento vegetal de espécies arboreas nativas em casa de vegetagao,
sendo: uma estirpe de rizobio - UFSC-B8 (Rhizobium sp.) (MOURA et al., 2016), uma estirpe
de rizobactéria - MSR2 (Pantoea phytobeneficialis nov.) (NASCIMENTO; GLICK; ROSSI,
2019), uma estirpe endofitica - SC5 (Pseudomonas thivervalensis) (NASCIMENTO, GLICK;
ROSSI, 2019) e um inoculante comercial a base do fungo micorrizico arbuscular (FMA)
Rhizophagus intraradices (Rotella BR) (Tabela 2). As estirpes bacterianas foram obtidas em
estudos prévios de isolamento, caracterizagdo, testes de promoc¢do de crescimento,
solubilizacdo de fosfato e produgdo de fitohormoénios realizados por pesquisadores do
Laboratdrio de Microrganismos e Processos Biotecnologicos (LMPB) da Universidade Federal

Santa Catarina (UFSC), enquanto o inoculante micorrizico ¢ um produto comercial que vem
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sendo avaliado em experimentos recentes deste laboratério (STOFFEL et al., 2020a; STOFFEL
et al., 2020b).

Tabela 2. Principais caracteristicas dos microrganismos promotores do crescimento vegetal
selecionados para os experimentos em casa de vegetacao na promog¢ao do crescimento vegetal

de quatro espécies arboreas.

Estirpe Abreviaturas Espécie ACCd* AIA™ SP™ Local de
o1 . Autores
utilizadas isolamento
nesse
experimento
Tecidos internos NASCIMENTO;
SC5 El Pseudomonas sp. + + + de um fruto de GLICK: ROSSL,
Solanum
capsicoides na 2019
Barra da Lagoa,
Floriandpolis, SC
MSR2 E2 Pantoea sp. + + + Rizosfera de M. NASCIMENTO
scabrella
etal., 2020
UFSC-B8 R Rhizobium sp. - + + Rizosfera de M.
scabrella em MOURA et al.,
areas de
mineragdo ¢ 2016;
carvao HERNANDEZ et
al., 2017
RI F Rhizophagus - - - Inoculante
intraradices comercial a base

de FMA — Rotella
BR

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Notas: * Atividade da 1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate Deaminase; **Acido indol-acético;

***Solubilizagdo de fosfato

5.2.4 Meios de cultura e solucées nutritivas

5.2.4.1 Preparo dos inoculos bacterianos

Para o crescimento do isolado UFSC-B8 (Tratamento R) foi utilizado o meio de cultura

yeast mannitol (YM) contendo (em g/L') manitol-10,0 g; KxHPO4 0,5 g; MgSO47H20 0,2 g;

NaCl 0,1 g; extrato de levedura 0,5 g; agua destilada 1000 ml. O pH do meio de cultura foi

ajustado para 6,8 com solugdo 1 mol L' de HC1 ou NaOH. J4 para o crescimento dos isolados
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SC5 (Tratamento E1) e MSR2 (Tratamento E2) foi utilizado o meio de cultura Tryptone Soya
Broth (TSB) contendo (em g/L™"): peptona de caseina (pancredtica) 17,0 g; peptona de soja
(digerido com papaina) 3,0 g; NaCl 5,0 g; K;HPO4 2,5 g e glicose 2,5 g. O pH do meio TSB ¢
7,3. Em seguida, os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15
minutos. Posteriormente, os isolados foram repicados para erlenmeyers contendo 100 mL do
meio de cultura respectivo e, incubados a 28 °C, sob agitacao a 150 rpm em mesa agitadora
(MA 830, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) por 48 horas. Apds, foi realizada a leitura em
espectrofotometro BEL Photonics SP 1105 (Piracicaba, Brasil) no comprimento de onda de 540
nm para a bactéria crescida em YM e em 600 nm para as bactérias crescidas em TSB, para
assegurar uma densidade optica (DO) de 0,5, quando necessario foi corrigido o inoculo usando

meio YM ou TSB estéril.

5.2.4.2 Solucdo nutritiva

Durante o periodo dos ensaios em casa de vegetagdo, as mudas receberam duas vezes
na semana 5 mL de solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) modificada com baixo teor
de nitrogénio e baixo teor de fosforo para manter as condigdes nutricionais do solo. A solucao
era composta por (em mL/L): KH2PO4 1 mol/L 1,0; K; MgSO4 1 mol/L 2,0; KCI 1 mol/L 5,0;
CaCl; 1 mol/L 5,0; solucdo de micronutrientes [(em g/L) H3:BOs; 2,86; MnCl, 1,81;
ZnS04.7H,O0 0,22; CuS04.5H,O0 0,08; NaMO.4H.O 0,02] 1,0, Fe-EDTA [(em g/L)
FeS0O4.7H>0 24,1; EDTA 25,1] 1,0. A solugdo foi esterilizada em autoclave a 121 °C por 15
minutos. Nos demais dias da semana as plantas receberam a aplicacdo de H>O destilada e

esterilizada previamente em autoclave a 121°C por 15 min.

5.2.5 Delineamento experimental

Os ensaios consistiram em um delineamento inteiramente casualizado (DIC) para cada
espécie vegetal de forma independente. Cada ensaio contou com 15 diferentes tratamentos de
inoculagdo envolvendo o emprego dos quatro microrganismos promotores do crescimento
vegetal ja descritos anteriormente, sendo: um inoculante a base de fungo micorrizico arbuscular
(F), um rizébio (R), uma bactéria endofitica (E1) e uma bactéria rizosférica (E2). Os
tratamentos compreenderam a inoculagdo de apenas um microrganismo ou na combinagdo

(coinoculagao) de dois ou mais microrganismos, como se segue: R; E1; E2; F; R+E1; R+ E2;
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R+F; EI1+E2; E1+F; E2+F; R+EI+E2; R+EI+F; EI4+E2 +F; R+E2+F ¢ R+EI+E2+F (a
combina¢do com 0s quatro microrganismos serd tratado aqui como MIX) e dois tratamentos
controles sem inoculagao: um com solo nao autoclavado (S/A) e um com solo autoclavado (SI).
Totalizando assim, 17 tratamentos por espécie com cinco repeticdes cada tratamento, ou seja,
85 unidades amostrais por planta.

No ensaio com M. scabrella foi incluido um tratamento adicional que correspondeu a
inoculagdo com a estirpe BR3437 a qual ¢ atualmente uma das estirpes de rizébio recomendadas
pela Embrapa para a inoculacao na espécie (MAPA, 2011). A estirpe foi cedida pela Embrapa
Agrobiologia do Rio de Janeiro.

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetagdo em condigdes controladas e
tiveram uma dura¢do de 180 dias apds a emergéncia (DAE). Previamente ao plantio, as
sementes das quatro espécies passaram por desinfecao superficial em dlcool 70% e hipoclorito
de sodio 2% e, em seguida por seis lavagens em agua destilada estéril. O tempo de imersdo das
sementes em alcool e em hipoclorito de sddio foram diferentes entre as espécies, sendo que para
C. myrianthum e M. scabrella foi de 1 min e 30 s em alcool e 5 minutos em hipoclorito de sddio
e, em S. terebinthifolius e S. multijuga foi 1 min em alcool 3 e 2 min, respectivamente, em
hipoclorito de sodio. Posteriormente, as sementes de M. scabrella e de S. multijuga foram
submetidas a quebra de dorméncia. Para M. scabrella, as sementes foram mantidas a
temperatura de 80 °C por 1 min e apds, ficaram imersas overnight em agua estéril a temperatura
ambiente. J& as sementes de S. multijuga ficaram imersas em agua estéril em temperatura
ambiente por 12 h. Apos, as sementes de todas as espécies utilizadas foram colocadas em placas
de Petri estéreis contendo papel filtro umedecido e entdo transferidas para BOD até a pré-
germinagdo. Posteriormente, cerca de quatro sementes pré-germinadas foram semeadas em
cada tubete de 280 cm? contendo o solo coletado de uma 4rea de mineragdo de carvdo no
municipio de Sideropolis (como descrito no item 3.2.1). O solo utilizado nesses ensaios em casa
de vegetacao foi previamente esterilizado duas vezes em autoclave por uma hora a 121 °C.

No momento da semeadura foi adicionado 1 mL de cada um dos indculos pré-crescidos
nos meios de cultura YM (R) e TSB (E1 e E2) por tubete de acordo com cada tratamento e
cerca de 200 propagulos de FMA por tubete, também de acordo com cada tratamento.

Apds a emissdo da segunda folha cotiledonar, foi fixado dentro de cada tubete uma
ponteira estéril de 1 mL e foi adicionada uma fina camada de uma mistura esterilizada de areia

(10 kg), cloroférmio (900 mL) e parafina (10 g), recobrindo o solo, com a finalidade de evitar



62

possiveis contaminagdes no momento da aplicagio de 4gua ou solu¢do nutritiva e,

contaminag¢ao por insetos que podem transitar entre os tubetes contaminando o experimento.

5.2.6 Avaliacio dos efeitos da inoculacdo no crescimento das espécies arboreas

Apo6s 180 dias de crescimento das mudas em casa de vegetagao, foi realizado o desmonte
dos experimentos, sendo avaliados os seguintes parametros de crescimento das mudas: altura,
diametro, matéria seca das raizes (MSR) e matéria seca da parte aérea (MSPA). As mudas
também foram avaliadas em relag@o a nutrigao: teor de nitrogénio (TN), acumulo de nitrogénio
(AN), teor de fosforo (TP) e acamulo de fosforo (AP), e em relagdo ao nimero de esporos (NE)
e colonizagdo micorrizica (CM) nos tratamentos inoculados com FMA.

Para determinar a massa seca da parte aérea e das raizes, o material vegetal de cada
muda foi cortado, lavado (somente raizes) e posteriormente seco em estufa com circulagao de
ar a 65 °C até atingir massa constante. Antes das raizes serem transferidas para secagem, cerca
de 1 g de raizes finas de cada planta foram cortadas para avaliar a colonizagdo micorrizica.
Apoés, a massa da parte aérea atingir massa constante, foi pesada e em seguida moida e
submetida a digestdo com péroxido de hidrogénio e 4cido sulfurico seguindo metodologia
proposta por Tedesco et al. (1995), para posterior determinagdo do teor de nitrogénio e fosforo.
O teor de nitrogénio da parte aérea das plantas foi avaliado por meio da destilagao de N usando
o método semi-micro Kjedahl, de acordo com Sarruge e Haag (1974). O nitrogénio e o fosforo
acumulados na parte aérea foram calculados multiplicando-se o teor obtido com a respectiva
producdo de matéria seca da parte aérea. Para a determinacao dos teores de fosforo na parte
aérea foi usado espectrofotometria como descrita por Murphy e Riley (1962).

As amostras de raizes cortadas de cada tratamento foram lavadas, descoloridas e
posteriormente coradas segundo o método de Phillips e Hayman (1970), modificado por Koske
e Gemma (1989). A porcentagem de colonizacao micorrizica (CM) foi estimada pela presenca
ou auséncia de colonizagdo em segmentos de raizes de 1,0 cm aproximadamente, em ldminas
de microscopio contendo 25 segmentos de raizes segundo o método da interse¢do proposto por
Giovannetti e Mosse (1980) modificado por McGonigle et al. (1990) com no minimo 100
leituras de intersec¢dao por lamina. A leitura das laminas para a determinagdo da CM foi
realizada em microscopio Optico no aumento de 200x. A densidade de esporos no solo foi obtida
apos separacao de 50 g de solo de cada amostra, em seguida ressuspendidas em 1 L de 4gua, e

posteriormente submetidas ao método de peneiramento imido (GERDEMANN e NICOLSON,
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1963) seguido por centrifugagdo em gradiente de sacarose. Apds a extragdo, a quantificagdo

total foi feita em microscopio estereoscopico (16X) (Stemi DV4, Carl Zeiss, Alemanha).
5.2.7 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos foram submetidos as provas de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancia pelo teste de Bartlett. Os dados de colonizacao
micorrizica foram transformados pela fun¢do arco-cosseno \%coloniza¢do micorrizica/100 e,
os dados de teor e acimulo de fosforo de S. terebinthifolius foram submetidos a transformagao
de Log (x+1) para cumprir os pressupostos da andlise de varidancia (ANOVA). Posteriormente
foi realizada uma ANOVA para cada varidvel analisada e, posteriormente os dados foram
submetidos ao teste de separagdo de médias Scott Knott a 5% de probabilidade. Para a
realizacdo dos testes de normalidade e homogeneidade foi utilizada a extensdo do Excel Action
Stat, para a ANOVA e para os testes de separagdo de médias o programa estatistico Sisvar

(FERREIRA, 2011), e os graficos no Software Sigma Plot (SYSTAT SOFTWARE, 2008).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Coloniza¢ao micorrizica e nimero de esporos de FMA

Nao houve contaminagao nos tratamentos que ndo receberam a aplicagdo do inoculante
a base de FMA (R. intraradices). Entretanto, nem todos os tratamentos inoculados com o FMA
apresentaram estruturas de colonizacao micorrizica (CM) nas raizes (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de colonizagéo micorrizica e namero de esporos encontrados nas
raizes de espécies arboreas inoculadas com o inoculante comercial a base de fungo micorrizico
arbuscular R. intraradices (F) apos 120 dias de crescimento em casa de vegetagdo em solo de area de
mineracao de carvao em processo inicial de recuperacdo. R = UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5
(Pseudomonas sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); MIX = F+R+E1+E2; S/A= solo sem autoclavar e sem

inoculagao.
Espécie vegetal Tratamento Colonizagio Numero de esporos
micorrizica total (50 mL)
F 5,5%b 173 b
R+F 3,9%Db 60 c
E1+F 33%Db 56¢
E2+F 1,6% b 67 c
C. myrianthum R+EI+F 1,9% b 64 c
E1+E2+F 6,0% b 12d
R+E2+F 3,8%Db 108 ¢
MIX 7,1% b 92¢
S/A 38,5% a 422 a
F 7,0% c 257b
R+F 1,9%d 192 b
R+E1+F 11,6% ¢ 261 b
M. scabrella E1+E2+F 21,8% b 323b
R+E2+F 0,0% d 180 b
MIX 7,8% ¢ 177b
S/A 49,2% a 1061 a
F 9,7%b 232b
R+F 4,5% c 196 b
E1+F 9,4%b 69d
S. terebinthifolius E2+F 5,1% ¢ 63d
R+E1+F 8,5%Db 29¢e
E1+E2+F 9,5%b 142 ¢
R+E2+F 9,1%b 265b
MIX 4,5% c 60d
S/A 53,2% a 421 a
F 77,1% a 520 ¢
R+F 7,1%d 263 ¢
E1+F 4,6%d 385¢
S. multijuga E2+F 4,9% d 330 ¢
R+E1+F 8,4%d 349 ¢
E1+E2+F 6,6% d 254 ¢
R+E2+F 11,5% ¢ 349 ¢
MIX 14,3% ¢ 1033 b
S/A 49,4% b 1938 a

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Notas: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente pelo teste de separacdo de médias Scott
Knott (P < 0,05).
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Em C. myrianthum, M. scabrella e S. terebinthifolius a maior média de CM foi
observada nas raizes do tratamento controle S/A cujo solo ndo foi autoclavado e continha
microrganismos autoctones do local de coleta (Tabela 3). Em C. myrianthum nao houve
diferenca estatistica nos demais tratamentos em relagdo a CM. Em M. scabrella e S.
terebinthifolius houve diferencgas significativas entre os tratamentos, porém a porcentagem
média de CM observada nessas espécies foi inferior a 25%. Para S. multijuga o tratamento de
inoculacdo contendo apenas o0 FMA (F) foi a que apresentou a maior média de CM, com 77%
de coloniza¢do média nas raizes.

O maior nimero de esporos no solo nas quatro espécies avaliadas foi observado no
tratamento S/A (Tabela 3). O segundo maior nimero de esporos observado em C. myrianthum
foi no tratamento F, em M. scabrella todos os demais tratamentos de inoculacdo com FMA nao
diferiram entre si, em S. ferebinthifolius os tratamentos F, R+F e R+E2+F apresentaram o
segundo maior NE e, em S. multijuga o tratamento MIX apresentou a segunda maior média de

NE e os demais tratamentos de inoculagdo ndo diferiram significativamente entre si.

5.3.2 Avaliacio do crescimento das mudas

Alguns tratamentos nos ensaios em casa de vegetacao com C. myrianthum (R+E1), M.
scabrella (R, E2+F, E1+F e R+E2+F), S. terebinthifolius (R+E1) e S. multijuga (R+E2) foram
perdidos durante o experimento, que podem ter ocorrido pela baixa qualidade das sementes
observadas na pré-germinacdo, principalmente em M. scabrella, ou devido a uma possivel
interacdo negativa entre as combinagdes de microrganismos.

A coinoculacdo de MPCV favoreceu o crescimento das espécies arbOreas pioneiras
avaliadas no presente estudo em solo de area de mineragdo de carvao em processo inicial de
recuperagdo, sendo que, de forma geral combinagdes de tripla inoculagdo de MPCV foram as
que mais influenciaram nos pardmetros de crescimento avaliados.

Em C. myrianthum, o tratamento de tripla inoculagdo R+E1+F e o tratamento contendo
microbiota autoctone do solo da area de coleta (S/A) foram os tratamentos que mais
influenciaram no crescimento das mudas (Figura 2). Nestes trtatamentos foram verificados
incrementos médios de 10%, 33%, 313% e de 254% em relacdo a altura, didmetro, MSR e

MSPA, respectivamente, em comparagao com o tratamento controle SI.
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Figura 2. Altura (CV=4,34%), didmetro (CV=13,30%), massa seca da raiz (MSR)
(CV=31,49%) e massa seca da parte aérea (MSPA) (CV=11,88%) das mudas de C.
myrianthum inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180
dias de crescimento em casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvao em
processo inicial de recuperacdo. R = UFSC-BS8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas
sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); F = inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus
intraradices); MIX = F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado e sem inoculagao de MPCV;
S/A= solo sem autoclavar e sem inoculacdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro
padrdo da média (n =5).
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No tratamento de inocula¢do dupla R+F também foi verificado efeito positivo em
relacdo a altura e ao didmetro das mudas de C. myrianthum quando comparado com as
inoculagdes simples de R e F. Ja nos tratamentos de inoculacao dupla E1+E2, E1+F ¢ E2+F
foram verificados valores menores na MSPA em comparagdo com as inoculagdes simples dos
microrganismos referentes a cada inoculacdo dupla. No tratamento de dupla inoculagdo R+E2
o efeito da combinagdo foi neutro em relacdo a MSPA em comparagdo com as inoculagdes
simples de R e de E2.

Verificou-se efeito positivo da inoculagdo tripla R+E1+F em comparagao com a
inoculacdo simples de R, E1 ¢ F em todos os parametros de crescimento avaliados. J& no
tratamento de inoculagdo tripla R+EI1+E2, E1+E2+F e R+E2+F foram verificados efeitos
negativos em alguns dos pardmetros de crescimento avaliados em comparacdo com a
inoculacdo simples. Em R+E1+E2 o didmetro e a MSPA foram menores que a inoculagdo
simples dos microrganismos (R, E1 e F), em E1+E2+F esse efeito foi observado em relagdo a
MSPA e em R+E2+F na MSR. Ja quando comparado a inoculagdo tripla EI+E2+F com as
inoculagdes duplas E1+E2, E1+F e E2+F, verificou-se efeito neutro na MSR e na MSPA.

Os tratamentos de inoculacdo dupla E1+E2, E1+F, E2+F e o tratamento de tripla
inoculagdo E1+E2+F nao diferiram do tratamento controle SI em nenhum dos parametros de
crescimento avaliados ou apresentaram valores médios inferiores ao controle SI, sendo que os
tratamentos E1+F, E2+F e E1+E2+F apresentaram valores 28% menores na altura e o
tratamento E1+E2 valores médios 20% menores no didmetro em compara¢do com o controle
SI. J& o tratamento de inoculagdo tripla R+E1+E2 apresentou os menores valores para a maioria
dos parametros de crescimento avaliados, com exce¢ao da MSR a qual nao diferiu do controle
SI. No tratamento R+E1+E2 foi verificado valores inferiores na altura, didmetro e MSPA de
32%, 65% e 124% menores em relacdo ao controle SI, respectivamente.

Nas mudas de M. scabrella o tratamento de inoculagdo de MPCV que mais favoreceu
nos parametros de crescimento avaliados foi a tripla inoculagdo R+E1+F (Figura 3),
verificando-se incrementos de 90% na altura, 94% no diametro, 192% na MSR e de 221% na

MSPA em comparagdo com o tratamento controle SI.
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Figura 3. Altura (CV=10,86%), diametro (CV=13,10%), massa seca da raiz (MSR)
(CV=9,74%) e massa seca da parte aérea (MSPA) (CV=25,44%) das mudas de M. scabrella
inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de
crescimento em casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvao em processo
inicial de recuperacdo. R = UFSC-BS8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 =
MSR2 (Pantoea sp.); F = inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX
= F+R+EI1+E2; S/I = solo autoclavado e sem inoculagdo de MPCV; S/A= solo sem autoclavar
e sem inoculacdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n = 5).
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Para M. scabrella os tratamentos de coinoculacdo E1+E2, R+E1+F, R+E1+E2, e
E1+E2+F foram os que mais influenciaram na MSR das mudas, com um incremento de 192%
em relacdo ao tratamento SI. Os tratamentos E2, R+F e R+E1+E2+F nao diferiram

significativamente do controle S/A em relagdo a MSR e apresentaram um incremento
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intermediario de 139% em comparacdo com o controle SI. De forma geral, foi verificado que
com exce¢do do tratamento de inoculagdo simples E1, nos tratamentos com inoculagio dupla,
inoculagdo tripla € com os quatro microrganismos (MIX), a coinoculagao de microrganismos
potencializou o crescimento das mudas, principalmente em relagdo a MSPA, sendo que esse
mesmo resultado foi observado no tratamento controle SA. O incremento médio nesses
tratamentos foi de 102% na MSPA em relacdo ao controle SI.

Nas mudas de M. scabrella que receberam a inoculagao dupla E1+E2 verificou-se efeito
positivo na MSR em comparagdo com as inoculagdes simples de E1 e E2. Nos demais
tratamentos ndo foi possivel fazer essa comparagao devido a perda do tratamento R.

Na inoculagdo tripla R+E1+E2 o efeito da coinoculagdo foi neutro em relagdo ao
diametro e a MSPA das mudas em comparagdo com as inoculacdes duplas R+E1, E+E2 e
E1+E2. Ja no tratamento E1+E2+F verificou-se efeito sinergético no didmetro e na MSR em
comparag¢do com as inoculagdes simples de E1, E2 e F.

As mudas de M. scabrella inoculadas com o tratamento de inoculagdo simples E2 e com
o tratamento correspondente a estirpe recomendada para essa espécie arborea, BR3437, so
diferiram em relacdo ao controle SI na MSR, j& nos demais parametros de crescimento
avaliados ndo diferiram do controle SI. Na MSR das mudas inoculadas com a estirpe E2
verificou-se um incremento de 139% em comparagdo com SI.

Nas mudas de S. terebinthifolius, de forma geral, o tratamento de inoculacdo tripla
E1+E2+F foi o que mais favoreceu nos parametros de crescimento avaliados (Figura 4). Neste
tratamento verificou-se um incremento de 35% na altura, 22% no diametro, 80% na MSR e de
93% em comparagdo com o controle SI, sendo que s6 ndo esteve presente entre as maiores
média em relacdo a MSR. A MSR das mudas de S. terebinthifolius foram mais favorecidas
pelos tratamentos R e E1+E2 que ndo diferiram estatisticamente do controle S/A e tiveram um

incremento de 160% em relacao a SI.
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Figura 4. Altura (CV=9,77%), didmetro (CV=12,62%), massa seca da raiz (MSR)
(CV=25,72%) e massa seca da parte aérea (MSPA) (CV=21,45%) das mudas de S.
terebinthifolius inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180
dias de crescimento em casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvao em
processo inicial de recuperacdo. R = UFSC-BS8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas
sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); F = inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus
intraradices); MIX = F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado e sem inoculagao de MPCV; S/A=
solo sem autoclavar e sem inoculagdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao
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No tratamento de inoculagao dupla E1+F também foram verificados efeitos sinergéticos
entre 0s microrganimos nos parametros altura, diametro e MSPA das mudas de S.
terebinthifolius em compara¢ao com a inoculag¢ao simples de E1 e F, s6 ndo houve diferenga
significativa na MSR entre a inoculagao dupla e as inoculagdes simples. Ainda nos tratamentos
R+F e E1+E2 foi verificado efeito sinergético entre as estirpes, sendo que em R+F esse efeito
foi observado apenas na altura e em E1+E2 apenas na MSR. Por outro lado, no tratamento de
inoculagdo dupla R+E2 verificou-se efeito negativo no didmetro ¢ na MSPA em comparagao
com as inoculacgdes simples (R e E2). Ja no tratamento E2+F foi verificado efeito neutro na
MSR em comparagdo com a inoculag@o simples dos microrganismos.

No tratamento de tripla inoculagdo EI1+E2+F apresentou efeito sinergético em
comparag¢do com as inoculacdes duplas E1+E2, E1+F e E2+F na altura e na MSPA. O mesmo
tratamento comparado com todas as inoculacdes simples desses microrganismos (E1, E2 e F)
foi maior na altura, MSR e na MSPA, s6 nao diferiu na MSR em relagdo ao tratamento E2. Ja
no tratamento de inoculagdo tripla R+E2+F verificou-se efeito positivo apenas em comparacao
com as inoculagdes simples (R, E2 e F) na altura das mudas. Nas demais combinagdes de tripla
inoculacdo ndo foi possivel observar efeito positivo ou negativo comparando com as
inoculagades duplas e/ou simples.

Os tratamentos de coinoculagdo R+E2 e o tratamento MIX contendo todos os
microrganismos nao diferiram do controle SI em todos os pardmetros de crescimento avaliados,
ou seja, essas combinagdes ndo favoreceram o crescimento das mudas de S. ferebinthifolius nas
condi¢des avaliadas. Ja os tratamentos de inoculagdo simples E1 e F nao diferiram do
tratamento controle SI no diametro, MSR e MSPA e, foi verificado valores médios 35%
menores na altura em em comparagao com o tratamento SI.

Em S. multijuga os tratamentos de inoculacio de MPCV que mais favoreceram no
crescimento das mudas nos parametros avaliados foram a inoculagado tripla R+E1+F e o MIX
com os quatro microrganismos coinoculados (Figura 5). Em relagdo a altura e ao didmetro, os
tratamentos R+E1+F e MIX nao diferiram significativamente entre si, sendo esses incrementos
médios de 66 e 64%, respectivamente, em comparacao com SI. No tratamento de inoculacao
tripla R+E1+F foram verificados incrementos de 426% na MSR e de 445% na MSPA em
comparagdo com o tratamento controle SI e, no tratamento MIX incrementos de 326% e de

555% na MSR e MSPA, respectivamente, em relagdao ao controle SI.



Figura 5. Altura (CV=11,61%), diametro (CV=10,92%), massa seca da raiz (MSR)
(CV=22,10%) e massa seca da parte aérea (MSPA) (CV=21,99%) das mudas de S.
multijuga inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos
180 dias de crescimento em casa de vegetagdo em solo de area de mineracao de
carvao em processo inicial de recuperagdo. R = UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5
(Pseudomonas sp.); E2 = MSR2 (Pantoea sp.); F = inoculante comercial Rotella BR
(Rhizophagus intraradices); MIX = F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado e sem
inocula¢do de MPCV; S/A= solo sem autoclavar e sem inoculacdo de MPCV. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott (P < 0,05).
Barras verticais representam o erro padrdo da média (n = 5).
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No tratamento de coinoculacdo EI+E2 ¢é possivel observar que houve efeito
sinergético na altura e na MSPA das mudas de S. multijuga em comparagdo com a inoculagao
simples de cada uma das estirpes (E1 e E2), isso também foi observado na coinoculagao de
E2+F em relacdo a MSR. Por outro lado, na coinoculacao de E1+F foram verificados valores
menores na altura e na MSPA em comparacgao com a inoculagdo simples desses microrganismos
(E1 e F) e, no tratamento de coinoculagdo R+E1 foram verificados valores menores no didmetro
em relagdo a inoculagdo de cada microrganismo individualmente. J4 no tratamento de
coinoculacdo R+F foi verificado efeito neutro na MSR e na MSPA em comparagdo com a
inoculacdo simples.

Nas mudas que receberam a inoculagao tripla R+E1+F foi verificado efeito sinergético
dessa combinagdo em comparagao com as duplas inoculagdes R+E1, R+F e E1+F em todos os
parametros de crescimento avaliados neste trabalho e, em comparagdo com as inoculagdes
simples R, El e F houve efeito positivo no didmetro, MSR e na MSPA. No tratamento de
inoculacdo tripla E1+E2+F foram verificados valores maiores na MSR em compara¢do com as
combinagdes de inoculacao dupla (E1+E2, E1+F e E2+F) e comparado as inoculagdes simples
(E1, E2 e F). No tratamento de inoculacdo tripla R+E2+F verificou-se efeitos negativos na
combinagdo quando comparados com a inoculagdo simples desses microrganismos. J& no
tratamento de inoculacdo tripla R+EI1+E2 nao houve efeito na altura das mudas quando
comparado com a inoculacdo simples de cada microrganismo.

O tratamento S/A apresentou incrementos positivos na altura e na MSR. Esse
tratamento apresentou a maior média em relagdo a MSR, ja na altura das mudas de S. multijuga
os tratamentos de inoculagdo e coinoculagdo F, E1+E2, R+E1+F ¢ MIX nao diferiram do
tratamento controle S/A e tiveram um incremento médio de 66% em relacdo ao tratamento

controle SL

5.3.3 Absor¢ao de N e P pelas mudas

Nas mudas das espécies arboreas avaliadas foi possivel observar que os tratamentos que
mais influenciaram no crescimento das mudas de C. myrianthum e de S. multijuga estdo entre
as maiores médias verificadas para o acumulo de nitrogénio (AN). J& em M. scabrella nao
houve uma relagdo entre o tratamento que promoveu o maior crescimento das mudas com o AN
e nem com o acimulo de fésforo (AP) e, em S. terebinthifolius ndo houve diferenca significativa

entre o tratamento controle SI e as maiores médias de inoculagdo e coinoculagdo verificados
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neste trabalho para o AN. O maior acimulo de P nas mudas de C. myrianthum, M. scabrella,
S. terebinthifolius e S. multijuga foi observado em tratamentos contendo a inoculagao do FMA,
sendo que para as espécies arboreas C. myrianthum e S. terebinthifolius as maiores médias no
AP foram verificadas nos tratamentos que mais influenciaram nos pardmetros de crescimento
avaliados.

Em C. myrianthum o melhor resultado médio em relagdo ao TN foi observado nos
tratamentos de inoculagdo simples (R, E1 e E2), e nos tratamentos de inoculagao dupla (E1+E2
e F+El), no entanto esses tratamentos ndo diferiram estatisticamente do controle SI. O
tratamento que mais se destacou em relagdo ao AN em C. myrianthum foi a tripla inoculacao
R+E1+F com um incremento de 219% em compara¢ao com SI. Os tratamentos de inoculacao
simples R e E2 ndo diferiram do tratamento controle S/A e apresentaram um incremento de
79% em comparacao com o controle SI. Todos os demais tratamentos de inoculagdo com
exce¢do de R+EI+E2, ndo deferiram do tratamento controle SI. O tratamento de tripla
inoculacdo R+E1+E2 apresentou os menores valores em relagdo ao AN, com 220% de

decremento em relagdo ao controle SI.
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Figura 6. Nutri¢do das mudas de C. myrianthum (teor de nitrogénio (CV=23,41%) e fosforo
(CV=15,63%) e acimulo de nitrogénio (CV=20,00%) e fosforo (CV=31,45%)) inoculadas
com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em

casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvao em processo inicial de
recuperagdo. R = UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2
(Pantoea sp.); F = inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX =
F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado e sem inoculagao de MPCV; S/A= solo sem autoclavar e
sem inoculagdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrdo da média (n = 5).
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No AN verificou-se que a inoculagdo dupla R+E2 apresentou efeito negativo quando
comparada com a inoculagdo simples das estirpes R e E2. J& a inoculacao dupla E1+F
apresentou efeito neutro em comparagdo com a inoculacao simples de E1 e F. Na inoculagao
tripla R+E1+F foi verificado efeito sinergético das estirpes quando coinoculadas em relagao ao
AN quando comparadas a inoculagdo simples. Por outro lado, na inoculacdo tripla R+E1+E2
foi verificado efeito negativo quando as estirpes sdo coinoculadas em comparagdo com a
inoculagdo simples. Ja nos tratamentos de inoculagao tripla E1+E2+F ¢ R+E2+F foi verificado
efeito neutro no AN em comparagao com as combinagdes de inoculagdes duplas respectivas.

Em relagdo ao TP, as mudas de C. myrianthum inoculadas com o tratamento de tripla
inoculacdo R+E1+E2 apresentaram os maiores valores para esse pardmetro e, ndo diferiram
significativamente do tratamento controle SI (Figura 6). Os menores valores para o TP foram
verificados nas mudas inoculadas com o tratamento de dupla inoculagdo E1+E2, com
decrementos de 243% em comparagdo com o controle SI. J4 em relacdo ao AP, nas mudas
inoculadas com o tratamento de tripla inoculagdo R+E1+F e no controle SA verificou-se os
maiores valores para essa variavel, com incrementos de 41% em comparag¢do com o controle
SI. Os tratamentos de inoculacdo simples E1 e E2 e, o tratamento de dupla inoculagdo R+E2
nao diferiram do controle SI. Os menores valores para AP foram verificados nos tratamentos
de inoculagdo E1+E2 e R+E1+E2, com decrementos de 172% em comparagdo com o
tratamento controles SI.

No tratamento de inoculagdo dupla R+F verificou-se efeito neutro no AP quando
comparado a inoculacdo simples desses microrganismos e, efeito negativo no tratamento de
inoculagdo dupla EI+E2. No tratamento de tripla inoculacdo R+E1+F verificou-se efeito
positivo dessa combinagdo de microrganismos no AP em comparacdo com a inoculagao simples
de R, E1 e E2. J4 em R+E1+E2 o efeito foi negativo no AP.

Em M. scabrella os tratamentos de dupla inoculacio (R+E1 e R+E2) e de tripla
inoculacdo (R+E1+E2 e E1+E2+F) foram os tratamentos que mais favoreceram na absor¢do de

N, e o tratamento F na absorcdo de fosforo (Figura 7).
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Figura 7. Nutri¢do das mudas de M. scabrella (teor de nitrogénio (CV=16,24%) e fosforo
(CV=11,07%) e acamulo de nitrogénio (CV=27,33%) e fosforo (CV=18,93%)) inoculadas
com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em
casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvao em processo inicial de
recuperagdo. R = UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2

(Pantoea sp.); F =

inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX =

F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado e sem inoculagao de MPCV; S/A= solo sem autoclavar e
sem inoculagcdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrdo da média (n = 5).
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As mudas de M. scabrella inoculadas com o tratamento R+E1 e o tratamento R+E1+
E2 apresentaram um incremento no TN de 49% em relacdo ao tratamento SI. Os tratamentos F,
R+E2, R+E2+F, E1+E2+F e o tratamento MIX tiveram um incremento menor no TN de 20%
em relacdo a SI. Os tratamentos E1, E2, R+F e E1+E2 nao diferiram do tratamento controle SI
e da estirpe recomendada BR3437 e, o tratamento controle SA apresentou a menor média em
relagdo ao TN. Em relagdo ao AN na parte aérea das mudas de M. scabrella os tratamentos
R+E1, R+E2, R+E1+E2 ¢ E1+E2+F tiveram um incremento de 127% em relagdo ao tratamento
controle SI. Nos tratamentos R+F, E1+E2, R+E1+F e MIX verificou-se um incremento
intermediario no AN de 79% em relacdo ao tratamento controle SI. Ja os tratamentos com
inoculacao simples (E1, E2 e F) ndo diferiram estatisticamente dos controles SI e S/A e da
estirpe recomendada para a espécie (BR3437).

De forma geral, em M. scabrella verificou-se que as mudas inoculadas com dupla, tripla
ou ou inoculadas com o tratamento contendo os quatro microrganismos (MIX) apresentaram
maior AN em comparagdo com a inoculagio simples.

Nas mudas de M. scabrella a melhor média para o TP foi verificada no tratamento de
inoculacdo simpes F, com incremento de 283% em comparagdo com SI. O tratamento S/A
apresentou a segunda melhor média, seguido pelos tratamentos E2, R+E1, E1+E2 e R+tE1+E2
que ndo diferiram estatisticamente da estirpe recomendada BR3437 e apresentaram um
incremento de 34% comparado a SI. Os tratamentos E1, R+E2, R+F, EI+E2+F e MIX nao
diferiram do controle SI, e por Gltimo com a menor média de TP ficou o tratamento R+E1+F.
O AP em M. scabrella foi maior nos tratamentos F e S/A que ndo diferiram significativamente,
com ganhos de 180% em comparacdo com o controle SI. Os tratamentos R+E1, R+E2, R+F,
E1+E2, R+E1+E2 e E1+E2+F ndo diferiram entre si e apresentaram um incremento médio
intermediario de 63% em comparagdo com o controle SI. Os demais tratamentos de inoculagao
e o tratamento com a estirpe recomendada nao diferiram do controle SI.

Cabe destacar que no tratamento de inoculagdo dupla E1+E2 verificou-se efeito positivo
da coinoculag@o no AN e no AP comparativamente a inoculagdo simples de E1 e E2. Na tripla
inoculagdo E1+E2+F também foi possivel verificar efeito positivo da coinoculagdo desses

microrganimos no AN em relacdo a inoculagdo simples.
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Em S. terebinthifolius os tratamentos que apresentaram as maiores médias em relacio
ao TN foram os tratamentos de inoculacdo simples (R, E1 e F), de inoculagdo dupla (R+E2 e
E1+E2) e o tratamento de inoculagao tripla R+E1+F que ndo diferiram do tratamento controle

S/A e tiveram um incremento de 51% em compara¢do com o tratamento controle SI (Figura 8).

Figura 8. Nutri¢do das mudas de S. terebinthifolius (teor de nitrogénio (CV=9,72%) e fosforo
(CV=20,89%) e acumulo de nitrogénio (CV=24,05%) e fosforo (CV=31,05%)) inoculadas
com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em

casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvao em processo inicial de
recuperacdo. R = UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2
(Pantoea sp.); F = inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX =
F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado e sem inoculacao de MPCV; S/A= solo sem autoclavar e
sem inoculagdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrdo da média (n =5).
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Os demais tratamentos de inoculacdo nao diferiram estatisticamente do controle SI em
relacdo ao TN em S. terebinthifolius. No AN em S. terebinthifolius as maiores médias foram
verificadas nos tratamentos de inoculacao simples (R e E1), inoculacao dupla (E1+E2 e E2+F)
e de inoculagdo tripla (R+E1+F e E1+E2+F) que ndo diferiram dos controles SI e S/A. Os
demais tratamentos de inoculagdo apresentaram médias inferiores no AN comparados aos
tratamentos controles.

O TP nas mudas de S. ferebinthifolius nos tratamentos de inoculagao simples (R, E2 ¢
F), no tratamento de inoculacao dupla (E1+F), nos tratamentos de tripla inoculagao (R+E1+E2,
R+E1+F e E1+E2+F) ndo difereriram significativamente entre si e em relacao aos controles SI
e SA (Figura 8). Nos demais tratamentos de inoculagdo verificou-se um decremento no TP de
53% em comparacao com o controle SI. Por outro lado, a maior média no AP nas foi verificado
nas mudas inoculadas com o tratamento de tripla inoculacdo E1+E2+F, com incremento de 37%
em comparac¢ao com os tratamentos controles SI e SA. Ja nos tratamentos de inoculagao simples
(R, E1, E2 e F), nos tratamentos de inoculagdo dupla (R+E2, R+F e E1+E2), no tratamento de
tripla inoculagdo R+E2+F e no MIX foram verificados os menores valores para AP, com
decrementos de 49% em comparacdo com o tratamento controle SI.

No AP foi verificado efeito positivo nas inoculagdes triplas R+tE1+F ¢ E1+E2+F em
comparagdo com a inoculacdo simples desses microrganismos e, no tratamento E1+E2+F
também foi obervado esse mesmo efeito positivo comparado as combinagdes de dupla
inoculagdao EI+E2, E1+F e E2+F (Figura §). Cabe salientar que em todas as demais inoculagdes
duplas, triplas e no tratamento MIX, verificou-se efeito de neutralidade no AP quando
comparado com as respectivas inoculagdes simples e duplas.

Ja em S. multijuga, o tratamento com a inoculagdo do isolado E2 foi o que apresentou
a maior média de TN, com um incremento de 224% em relacdo ao controle SI (Figura 9). Nos
tratamentos E1+E2 e E1+F o incremento foi de 89% em relagao ao controle SI e, seguido pelos
tratamentos R, R+E1+E2 e R+EI+F com 52% de incremento e E1 ¢ R+F com 27% de
incremento em comparagao com o controle SI. J4 os tratamentos E2+F e R+E2+F nao diferiram
significativamente do controle SI, e os tratamentos F, E1+E2+F e MIX nao diferiram do
tratamento controle S/A em relagdo ao TN. Os tratamentos que mais influenciaram no AN em
S. multijuga foram os tratamentos E2, E1+E2 e R+E1+F que tiveram um incremento de 414%
em relacdo a SI. Os tratamentos R, R+F, E2+F, R+E1+E2 e MIX também apresentaram um

incremento alto no AN em relacdo a SI de 248%. Os tratamentos E1, F, R+E2+F e E1+E2+F
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tiveram um incremento menor em relacdo aos tratamentos controles de 112%, e o tratamento

E1+F nao diferiu estatisticamente de S/A e SI.

Figura 9. Nutri¢ao das mudas de S. multijuga (teor de nitrogénio (CV=16,39%) e fosforo
(CV=21,22%) e acimulo de nitrogénio (CV=22,85%) e fosforo (CV=12,29%)) inoculadas
com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em

casa de vegetacdo em solo de area de mineragdo de carvao em processo inicial de
recuperagdo. R = UFSC-B8 (Rhizobium sp.); E1 = SC5 (Pseudomonas sp.); E2 = MSR2

(Pantoea sp.); F

= inoculante comercial Rotella BR (Rhizophagus intraradices); MIX =

F+R+E1+E2; S/I = solo autoclavado ¢ sem inoculagdo de MPCV; S/A= solo sem autoclavar ¢
sem inoculagdo de MPCV. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott Knott (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrdo da média (n = 5).
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No tratamento de inoculagdo dupla E1+F verificou-se que houve efeito negativo na
coinoculagdo em relagdo ao AN quando comparado as inoculagdes simples de E1 e de F (Figura
9). Por outro lado, no tratamento de tripla inoculagdo R+E1+F verificou-se efeitos positivos no
AN comparado tanto as inoculagdes simples de cada microrganismo, como em relacao as
diferentes combinagdes duplas entre os microrganimos R, E1 e F.

Em S. multijuga a média mais alta em relagdo ao TP foi observada no tratamento de
dupla inocula¢do E1+F com incremento 241%, seguido por R+F e F com 76%, R+E2+F com
42% e E2 com 26% de incremento em comparacdo com SI (Figura 9). Os demais tratamentos
de inoculagdo apresentaram médias de TP menores que os tratamentos controles. Os
tratamentos controles SI ¢ SA ndo diferiram significativamente em relagdo ao TP. Em relacao
ao AP, os tratamentos F, R+F ¢ R+E2+F tiveram a maior média em relagdo a esse parametro
com 441% de incremento em comparagao com SI. Os tratamentos E2, E1+F, E1+E2+F nao
diferiram do controle S/A e tiveram um incremento médio de 128% em comparagdo com SI,
seguido pelos tratamentos R, EI+E2, R+E1+E2 com 75% de incremento. Ja os tratamentos
E2+F, R+E1 e MIX nao diferiram do controle SI, ¢ os tratamentos E1 ¢ R+E1+F tiveram um
desempenho no acimulo de N inferior ao controle SI.

No tratamento de inoculacdo dupla E2+F verificou-se efeito negativo no AP
comparado a inocula¢do simples dos microraganismos E2 e F (Figura 9). Efeito negativo
também foi observado no tratamento de tripla inoculagdo R+E1+F em realagdo ao AP quando

comparado com as inoculacdes duplas dos microrganismos R, E1, e F.
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5.4 DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que a coinoculacdo de microrganismos promotores do
crescimento vegetal em espécies vegetais pode facilitar o crescimento, a adaptagdao ¢ a
sobrevivéncia das mudas em condi¢des de grande estresse ambiental. Em espécies arboreas
ainda sdo poucos os estudos de coinoculagao de MPCV, sendo que a maior parte se destina a
investigar espécies arboreas com interesse comercial. Os microrganismos promotores do
crescimento vegetal, como os FMA e as bactérias promotoras do crescimento vegetal, podem
atuar por meio de mecanismos diretos ou indiretos na promoc¢dao do crescimento vegetal
(DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003; SIKES; COTTENIE; KLIRONOMOS,
2009; BALOTA; MACHINESKI; STENZEL, 2011; ABHILASH et al., 2016;
BAKHSHANDEH et al., 2020). Na coinoculagdo de MPCV pode ocorrer efeito sinérgico
(SUBRAMANIAN et al., 2015; MOREL et al., 2015; ARAUIJO et al., 2016), potencializando
o crescimento das mudas, embora efeitos de antagonismo ou neutro também foram descritos
(AFKHAMI et al., 2020; LOERA-MURO et al., 2021). Por isso se faz necessario avaliar as
diferentes combinacdes de coinoculagdo de microrganismos a fim de selecionar a combinagao
que melhor atue sinergeticamente promovendo o crescimento vegetal.

Na caracterizagdo quimica do solo empregado no presente estudo verificou-se um pH
muito baixo, fosforo baixo e potassio, calcio e magnésio altos. No presente trabalho foi
observado que de forma geral a CM nas raizes das espécies arboreas avaliadas foi baixa (entre
0 e 22%), especialmente em C. myrianthum, M. scabrella e S. terebinthifolius em todos os
tratamentos que receberam o inoculante a base de FMA, com excecdo do tratamento F em S.
multijuga que apresentou CM de 77%. A colonizagdo micorrizica ¢ influenciada por diversos
fatores externos, principalmente pela disponibilidade de P, sendo os efeitos deste nutriente
sobre a coloniza¢do diferenciada para cada hospedeiro (HABTE; MANJUNATH, 1991).
Estudos tém demonstrado maior responsividade dos FMA em condigdes de baixa
disponibilidade de foésforo (OLIVEIRA, ALIXANDRE, 2013; TEIXEIRA-RIOS; DE
OLIVEIRA; YANO-MELO, 2016). No entanto, alguns trabalhos descreveram que o
fornecimento de fosforo em dosagens maiores pode favorecer ainda mais o crescimento da
planta e a colonizagdo micorrizica e, € variavel entre as espécies (MELLO; DA SILVA;
JUNIOR, 2012; BRITO et al., 2017).

Diferentemente dos resultados obtidos no presente trabalho, Zangaro et al. (2003)

observaram nas espécies pioneiras avaliadas, dentre elas C. myrianthum, M. scabrella ¢ S.
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terebinthifolius, que houve grande taxa de colonizacdo radicular e as mudas foram fortemente
influenciadas pela inoculagdo de FMA, embora as condi¢des de solo utilizadas por esses autores
foram distintas das empregadas no presente estudo. Os autores atribuiram os resultados
encontrados de CM nas mudas de espécies pioneiras a baixa reserva nutricional das sementes
e, que levaram rapidamente as plantas a se associarem aos FMA para captagdo maior € mais
rapida de nutrientes no solo, uma vez que as pioneiras apresentam uma taxa de crescimento
muito maior quando comparadas a espécies de estagios sucessionais posteriores. Corroborando
com os resultados encontrados por Zangaro et al (2003), Pasqualini, Uhlmann e Stiirmer (2007)
também verificaram altas taxas de colonizacdo micorrizica em C. myrianthum e S.
terebinthhifolius, variando de 34 a 62% quando inoculadas com comunidades de FMA. Santos,
Siqueira e Moreira (2008) avaliaram em casa de vegetacdo quatro espécies arbdreas inoculadas
com diferentes isolados de FMA e obtiveram altas taxas de CM com praticamente todas as
combinagdes de isolados fingicos, sendo que a eficiéncia foi maior nas mudas que receberam
mais de um FMA.

Embora a CM nas espécies avaliadas tenha sido baixa, de alguma forma a inoculagao
de FMA pode ter contribuido para o crescimento das plantas avaliadas neste trabalho, uma vez
que, as combinacdes de MPCV que mais favoreceram o desenvolvimento dessas mudas
continham o tratamento de inoculagdo com FMA. Os FMA possuem a capacidade de aumentar
a absorcao de nutrientes como o P por meio do desenvolvimento de uma grande quantidade de
hifas extrarradiculares. Melloni, Siqueira e Moreira (2003) encontraram 47 mg por g de solo de
micélio total em area de mineracao de bauxita em processo de reabilitagdo com presenca de
bracatinga. O mic¢lio extrarradicular do FMA pode explorar um volume muito maior de solo,
cerca de 820 vezes maior que as raizes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Segundo Balota,
Machineski e Stenzel (2011), a colonizacdo radicular ndo expressa diretamente o beneficio
micorrizico a planta, pois ndo reflete a capacidade de producdo de micélio extrarradicular.

Em espécies de Acacia spp. autralianas foi demonstrado que a coinoculacao de
Pseudomonas monteilli com R. intraradices aumentou a colonizagdo micorrizica nas espécies
testadas em condi¢des estéreis (DUPONNOIS; PLENCHETTE, 2003). Outro estudo
envolvendo uma estirpe de Pseudomonas aeruginosa € uma estirpe de Burkholderia cepacia
inoculadas em conjunto com o FMA R. intraradices, também apresentou incrementos
significativos no comprimento das hifas e na germinagdo dos esporos, do que na auséncia da
bactéria (SUNDRAM et al., 2011). Costa e Melloni (2019) verificaram em mudas de Olea

europaea coinoculadas com Paenibacillus sp. e Gigaspora rosea aumentaram o
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desenvolvimento do micélio extrarradicular. Estes estudos vdo ao encontro com o presente
estudo ja que foi verificado que em M. scabrella a segunda maior média de CM foi no
tratamento de tripla inoculacao E1+E2+F, ou seja, uma estirpe de Pseudomonas sp, uma estirpe
de Pantoea sp. e o inoculante a base de FMA (R. intraradices).

O tratamento com solo sem autoclavar e sem inoculagdo (S/A) em trés das espécies
avaliadas (C. myrianthum, M. scabrella e S. terebinthifolius) foi o que apresentou a maior CM,
demonstrando a presenga de comunidade autoctone de FMA no solo utilizado e com potencial
fonte de inoculo. Silva (2018) verificou elevada colonizagcdo micorrizica em mudas de M.
caesalpiniifolia empregando topsoil de remanescente de vegetacdo adjacente as jazidas de
exploragdo de pigarra. Em estudo realizado por Ferreira et al. (2020) verificou-se que a CM no
simbionte vegetal foi maior com o aumento da diversidade microbiana no solo, principalmente
durante o periodo inicial do desenvolvimento das plantas.

Em condi¢des controladas de casa de vegetagdo e solo com baixos teores de nutrientes
provenientes de uma area de mineragdo de carvdo em processo inicial de recuperagdo, a
coinoculagdo de MPCV favoreceu o crescimento das mudas, e foi melhor do que a inoculagao
de apenas um microrganismo em quase todos os parametros de crescimento analisados para
todas as espécies arboreas pioneiras avaliadas nesse estudo. Em C. myrianthum, M. scabrella e
S. multijuga a tripla inoculacao com Rhizobium sp. + Pseudomonas sp. + inoculante a base de
FMA Rhizophagus intraradices (R+E1+F) foi o tratamento que mais promoveu o crescimento
dessas espécies, com excecao de S. multijuga que também foi favorecida pela coinoculacao dos
quatro microrganismos (MIX). Dessa forma, possivelmente houve efeito sinérgico entre esses
trés microrganismos promovendo o crescimento dessas espécies.

Os FMA podem aumentar a area de exploragdo das raizes por meio do micélio
extraradicular, favorecendo na absor¢do de fosforo e outros nutrientes no solo (BALOTA;
MACHINESKI; STENZEL, 2011), melhoram a absor¢do de 4gua (GOVINDARAJULU et al.,
2005; SYLVIA; WILLIANS, 1992), e podem proporcionar a planta maior resisténcia as
condigdes de estresse (REINHARDT, 2007; POSTA; DUC, 2019). Embora a estirpe de
Rhizobium sp. (UFSC-BS) utilizada nesse trabalho ndo tenha favorecido a formag¢ao de ndédulos
nas raizes de M. scabrella, S. multijuga ndo possua a capacidade de formar noédulos em
associacdo com rizébios e que C. myrianthum nao ¢ uma espécie de leguminosa, a estripe
demonstrou ter desempenhado um papel importante na promog¢do do crescimento dessas
espécies. Em estudo realizado por Hernandez et al. (2017), os autores verificaram in vitro a

capacidade da estirpe UFSC-B8 em produzir acido indol acético e em solubilizar fosfato, sendo
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possivel que a promog¢ao do crescimento nessas espécies tenha ocorrido por meio de algum
desses mecanismos, no entanto esses mecanimos nao foram avaliados no presente trabalho. Ja
em relagdo a estripe de Pseudomonas sp. (SC5), Nascimento (2018) verificou também em
condi¢des in vitro a capacidade da bactéria em produzir ACC deaminase, acido indol acético e
capacidade de solubilizar fosfato. No presente estudo foi possivel observar que em C.
myrianthum o tratamento R+E1+F também apresentou a maior média no acumulo de Ne P e,
em S. multijuga no AN, podendo nesses casos a promog¢do do crescimento vegetal estar
associados com mecanismos de solubilizacao de fosfato em C. myrianthum e na absor¢do de N
em C. myrianthum e S. multijuga.

Nao ha relatos ou sdo escassos na literatura estudos que avaliaram a coinoculagdo de
MPCV em C. myrianthum em condi¢des controladas e em solo estéril. Trabalho sobre
inoculacdo apenas de FMA em C. myrianthum em condi¢des controladas foi realizado por
Pasqualini, Uhlmann e Stiirmer (2007). Estes autores conduziram experimento com solo
autoclavado com diferentes espécies arboreas pioneiras, incluindo C. myrianthum e S.
terebinthhifolius, avaliaram a inoculagdo de comunidades de FMA nessas espécies, e
observaram incrementos significativos nos parametros de crescimento avaliados em
comparagdo com o controle sem inoculagdo.

Trabalhos avaliando a coinoculagdo de rizobios com FMA em leguminosas arboreas
sd0 mais comuns na literatura, uma vez que, as leguminosas podem estabelecer simbiose com
rizobios envolvidos na fixacdo biologica de nitrogénio (MARQUES; PAGANO; SCOTTI,
2001; VALDENEGRO; BAREA; AZCON, 2001; SCHIAVO; MARTINS, 2003; PATREZE;
CORDEIRO, 2004; LAMMEL et al., 2015; CELY et al., 2016; KARTHIKEYAN;
ARUNPRASAD, 2019). Corroborando com os resultados mais expressivos encontrados no
presente estudo para M. scabrella, Lammel et al. (2015) verificaram que a coinocula¢do do
FMA Acaulospora koskei com um mix de duas estirpes de Burkholderia sp. foi muito mais
eficiente no crescimento das mudas de M. scabrella do que a inoculagdo simples de rizobio. Os
autores sugerem que seja feita inoculagdo dupla de FMA/rizobio nas mudas de M. scabrella
para garantir um crescimento mais rapido.

A estirpe de rizobio (R) utilizada neste trabalho (UFSC-B8) foi previamente isolada
de solo proveniente de area de mineragdo de carvao em processo inicial de recuperagao, o solo
foi coletado proximo as raizes das espécies arboreas M. scabrella, M. bimucronata e Acacia
mearnsii por Moura et al., (2016). Apos o isolamento dos rizdbios, os autores testaram a

eficiéncia simbidtica de 19 estirpes isoladas desse solo em trés espécies arboreas em casa de
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vegetacdo (M. scabrella, M. bimucronata e Parapiptadenia rigida) utilizando substrato estéril
(vermiculita e areia). Moura et al. (2016) observaram que a estirpe UFSC-BS8 apresentou
elevada eficiéncia simbidtica (256%) em promover o crescimento das mudas de bracatinga. No
presente estudo o tratamento apenas com a estirpe UFSC-BS8 foi perdido durante o ensaio, o
que ndo permitiu avaliar o desempenho individual da estirpe em promover o crescimento das
mudas. No entanto, a combinag¢do que apresentou os melhores resultados na promogao do
crescimento vegetal de M. scabrella contém a estirpe de rizobio (R+E1+F), o que demonstra a
importancia da participacdo deste microrganismo nos tratamentos de coinoculagdo para a
espécie.

Outro trabalho realizado com coinculacdo de FMA e rizobios em espécie arborea da
familia Fabaceae também demonstrou resultados de sinergismo no crescimento das mudas
(JUNIOR et al., (2017). No entanto, sio poucos os estudos com coinoculagio de FMA e
rizobios envolvendo espécies arbdreas da subfamilia Cesalpinoideae (BRYAN; BERLYN;
GORDON, 1996; CELY etal.,2016), sendo que a formagao de nédulos foi obsevada em poucos
casos (MOREIRA, 1994; BARBERI et al., 1998). S. multijuga ¢ uma espécie pertencente a
subfamilia Cesalpinoideae ¢ nao ¢ nodulifera (FARIA et al., 1984; SOUZA; SILVA;
MOREIRA, 1994; LIRIO et al., 2012; VARGAS; MARQUES, 2017), porém pode se beneficiar
do N fixado por rizobios, bactérias endofiticas e da rizosfera (VAN SAMBEEK;
NAVARRETE-TINDALL; HUNT, 2008), assim como, os rizobios podem atuar como
promotoras do crescimento vegetal beneficiando o crescimento de espécies ndo noduliferas
(MEHBOORB et al., 2012). Cely et al. (2016) observaram em uma espécie da subfamilia
Cesalpinoideae, Schizolobium parahyba, que tanto a inoculagdo apenas de rizdbios como a
coinoculacdo de rizobios com FMA incrementaram o desenvolvimento das mudas inoculadas,
demonstrando assim que os rizobios podem favorecer o desenvolvimento de espécies nao
noduliferas.

Em S. terebinthifolius a tripla inoculagao com E1+E2+F foi a que mais influenciou, de
forma geral, nos parametros de crescimento avaliados, assim como na absorcao de N e P. A
coinoula¢do de E1+E2+F também apresentou efeitos sinergéticos na MSPA e no AP comparado
a todas as combinagdes duplas de E1, E2 e F e em relacdo as inoculagdes simples desses
microraganismos. Segundo Nascimento et al. (2020) a estirpe E2 (MSR2) pode atuar por
diversos mecanismos de promocao do crescimento vegetal, incluindo aumento da atividade da
ACC deaminase, na producdo de sider6foros, na biossintese de IAA e na solubilizacdo de

fosfatos.
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Assim como pode ocorrer sinergismo entre os microrganismos promovendo o
crescimento vegetal, efeitos antagonistas também podem ser observados. Os efeitos
antagonistas podem ocorrer pela competi¢do entre os microrganismos, 0 que causa uma
superexploragdo do hospedeiro (SCHEUBLIN e VAN DER HEIJIDEN, 2006; HASSANI,
DURAN, HACQUARD, 2018; AFKHAMI et al., 2020). Nas espécies arboreas avaliadas neste
estudo, com exce¢ao de M. scabrella, foram verificados efeitos negativos nas inoculagdes ou
coinoculagdes de microrganismos em uma ou mais variaveis avaliadas em comparacao com as
mudas que ndo foram inoculadas, assim como foi também observado efeito antagonista entre
0s microganismos em alguns tratamentos quando comparado a inoculagdo simples ou dupla dos
respectivos microrganismos. Por exemplo, em C. myrianthum o tratamento de tripla inoculagao
R+E1+E2 apresentou valores médios para os pardmetros altura, diametro, MSPA e AN
inferiores aos observados no tratamento controle SI e, valores menores na MSPA, AN e¢ AP
comparado a inoculag¢do simples de R, E1 e E2, indicando que possa ter ocorrido efeitos
antagonistas entre as estirpes de bactérias inoculadas conjuntamente nessa espécie vegetal.
Santos et al. (2018) verificaram efeitos negativos da inoculagdo de bactérias promotoras do
crescimento vegetal em mudas de Myrciaria dubia no diametro de caule e, segundo os autores
esse resultado pode ser atribuido a uma possivel incompatibilidade com a microbiota nativa da
rizosfera da planta, gerando competi¢do entre os microrganismos, o que reflete por
consequéncia em efeitos negativos no crescimento das plantas.

Outro ponto muito importante a ser observado nesse estudo em condi¢des controladas
¢ que os resultados indicam a existéncia de seletividade simbidtica diferenciada, havendo
combinagdes preferenciais de microrganismos pelas espécies vegetais estudadas. Em estudo
com a espécie arborea Piptadenia gonoachanta também foi observada essa seletividade e
preferéncia da espécie por certas combinacdes de rizobios e FMA que resultaram em maiores
incrementos no crescimento das mudas, maior CM e nodulagdo (BOURNAUD et al., 2017).
Resultados semelhantes foram observados em estudos com Aegiceras corniculatum
(Primulaceae), Bruguiera gymnoirrhiza (Rhizophoraceae) e Casuarina equisetifolia
(Casuarinaceae) inoculadas com diferentes estirpes de bactérias promotoras do crescimento
vegetal, sendo que foram feitas inoculagdes simples € combinadas. Os autores observaram que
os efeitos de uma dada bactéria ou combinagao de bactérias diferiram entre as espécies vegetais,
e uma dada espécie de planta respondeu de forma diferente as diferentes inoculagdes
bacterianas (XIONG et al., 2016). Os resultados encontrados por Xiong et al. (2016) e em

estudo anterior por Rojas et al. (2001), sugerem que a inoculagao de bactérias promotoras do



&9

crescimento vegetal pode promover o crescimento das plantas, independentemente da planta e
da bactéria, porém a interacdo entre a planta e a bactéria vao definir a magnitude dos efeitos
promovidos. Esses resultados demonstram a importancia da realizagao de estudos de inoculagao
e coinoculagdo para cada espécie vegetal a fim de selecionar os microrganismos ou
combinagdes destes mais eficientes, garantindo assim melhores resultados para cada espécie

vegetal.
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5.5 CONCLUSOES

A coinoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV)
favoreceu o crescimento das mudas das espécies arboreas avaliadas no presente trabalho em
solo estéril proveniente de area de mineracao de carvao em processo inicial de recuperacao e,
apresentam potencial de aplicacdo na produc¢ao de mudas visando a revegetagdo de areas
degradadas pela mineragdo de carvao em SC. Para as espécies arboreas C. myrianthum, M.
scabrella e S.multijuga a tripla inoculagdo R+E1+F (Rhizobium sp. + Pseudomonas sp. +
Inoculante a base de Rhizophagus intraradices) e para S. terebinthifolius a tripla inoculagao
E1+E2+F (Pseudomonas sp. + Pantoea sp. + Inoculante a base de Rhizophagus intraradices)
foram as combinagdes de MPCV que mais promoveram o crescimento dessas espécies arboreas.
Nas mudas de S. multijuga a coinoculacao dos quatro microrganismos (MIX — Rhizobium sp. +
Pseudomonas sp. + Pantoea sp. + Inoculante a base de Rhizophagus intraradices) também
promoveu o crescimento da espécie.

Em C. myrianthum foi possivel observar que a absor¢ao de fosforo e nitrogénio podem
ter sido favorecidas pela coinocula¢do de R+E1+F e, em S. multijuga na absor¢do de N. Em S.
terebinthifolius esse efeito também foi observado na inoculagdo tripla EI+E2+F na absorcao
de N e P. Ja em M. scabrella a promocgao do crescimento vegetal pode ter ocorrido por meio de
outros mecanismos que ndo foram avaliados no presente trabalho.

Embora a colonizagcdo micorrizica nas mudas de C. myrianthum, M. scabrella, S.
terebinthifolius e S. multijuga tenha sido baixa em todos os tratamentos que receberam o
inoculante comercial a base de FMA (R. intraradices — Rotella BR), com excecdo do tratamento
F (inoculacdo simples do FMA) em S. multijuga, a coinoculagdo de microrganismos promotores
do crescimento vegetal contendo o FMA beneficiou o crescimento das mudas em todas as
espécies, pois nas combinagdes que mais promoveram o crescimento vegetal continham o
FMA.

Em C. myrianthum, M. scabrella e S. terebinthifolius a colonizagdo micorrizica foi
maior no tratamento sem autoclavar e sem inoculacdo (S/A), demonstrando o potencial da
comunidade autdctone de FMA presente em em area de mineragdo de carvdo em processo

inicial de recuperag@o em colonizar as raizes das espécies estudadas.
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6. CAPITULO I

Coinoculagao de microrganismos promotores do crescimento vegetal em espécies
arboreas pioneiras em condi¢des de viveiro visando a revegetacdo de areas degradadas pela
mineragao de carvao

RESUMO

A revegetacdo com espécies arboreas ¢ uma pratica adotada na recuperacao de areas degradadas
pela mineragdo de carvdo em Santa Catarina, especialmente nas areas de preservacao
permanente (APPs). A inoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal
(MPCV) na produg@o de mudas de espécies arboreas podem favorecer o crescimento reduzindo
0 tempo necessario para a obtengdo de mudas em viveiro e, aumentar a sobrevivéncia ¢ a
adaptacdo no transplantio para solos degradados em processo de recuperagdo, como 0s
encontrados na regido carbonifera catarinense. Com o objetivo de avaliar o crescimento das
mudas de quatro espécies arboreas (Citharexylum myrianthum, Schinus terebinthifolius, Senna
multijuga e Mimosa scabrella) inoculadas com MPCV em condi¢des de viveiro, foram
realizados ensaios independentes para cada uma das espécies. Os tratamentos foram: um
inoculante comercial a base de fungo micorrizico arbuscular (FMA) (Rhizophagus
intraradices) — Rotella BR, um consércio de trés bactérias promotoras do crescimento vegetal
(MIX) (SC5 - Pseudomonas sp, MSR2 - Pantoea sp. e UFSC-B8 — Rhizobium sp.), e
MIX+FMA (SC5 +MSR2 + UFSC-B8 + RotellaBR), e um tratamento controle sem inoculagao
(SI). Os experimentos foram montados seguindo as praticas de produ¢do de mudas utilizadas
pelos viveiristas empregando substrato ndo esterilizado. Apds 180 dias, as mudas foram
avaliadas quanto ao crescimento, absor¢do de nutrientes, colonizacdo micorrizica (CM) e
numero de esporos (NE) presentes no solo. Verificou-se as maiores médias de CM nas mudas
de S. terebinthifolius e de C. myrianthum. Com valores de CM variando de 72 a 75% em C.
myrianthum nos tratamentos de inoculacdo MIX, FMA e MIX+FMA e, de 82 a 87% nas mudas
de S. terebinthifolius nos tratamentos de inoculagdo FMA e MIX+FMA, respectivamente. Em
condi¢des de viveiro as mudas de C. myrianthum foram mais favorecidas pelo tratamento de
inoculacdo FMA, com incrementos de 112%, 37%, 119%, 87%, 126% e de 135% na altura,
diametro, massa seca da raiz (MSR), massa seca da parte aé¢rea (MSPA), acimulo de nitrogénio
(AN) e fosforo (AP), respectivamente, em comparagao com o controle SI. Ja para S. multijuga,
o tratamento MIX+FMA se destacou, tanto em relacdo ao crescimento como também em
relacdo ao AN e AP, com incrementos de 176%, 438%, 920%, 749% e de 718% na altura, MSR,
MSPA, AN e AP, respectivamente. Para S. terebinthifolius os tratamentos de inoculacio FMA
e MIX+FMA apresentaram incrementos de 14%, 9% e de 33% em comparagcdo com o
tratamento controle nos parametros didmetro, MSR e MSPA, respectivamente. Os resultados
obtidos nesse trabalho demonstram potencial da inoculagio de MPCV especialmente no
desenvolvimento das mudas de C. myrianthum e S. multijuga em condi¢des de viveiro. Para M.
scabrella e S. terebenthifolius, embora a inoculacdo tenha sido positiva em alguns dos
parametros avaliados, estudos de inoculagao com outros MPCV devem ser considerados.

Palavras-chave: Revegetagio. Areas degradadas. Espécies pioneiras. FMA. Bactérias
promotoras do crescimento vegetal.
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6.1 INTRODUCAO

A exploragdo de carvao mineral a céu aberto em SC gerou consequéncias ambientais
que até hoje ndo foram completamente recuperadas. Estima-se que aproximadamente 6.500
hectares tenham sido degradados (ROCHA-NICOLEITE; OVERBECK; MULLER, 2017;
BRASIL, 2019). Essas areas sofreram severa degradacdo ambiental e, necessitam, portanto, de
intervengdo antropica para acelerar a recuperacao ambiental. Uma das praticas adotadas nesses
locais ¢ a reconstrucao do solo (ROCHA-NICOLEITE et al., 2018). Essa reconstrugdo se faz
necessaria pois, durante o processo de extragdo de carvao que era realizado, houve a inversao
das camadas férteis do solo.

Logo apos a constru¢do do solo, normalmente ¢ feita a revegetacdo. A revegetacao ¢
uma técnica que consiste na formagdo de uma camada vegetal sobre o solo. Nas areas de
preservagao permanente, além da introducao de espécies herbaceas, ¢ realizado o plantio com
espécies arboreas (BRASIL, 2008). Estudos tem demonstrado que o desenvolvimento de
espécies arboreas introduzidas em areas degradadas influéncia positivamente a regeneracao
natural (CITADINI-ZANETTE et al., 2017; ROCHA-NICOLEITE et al., 2018). Todavia, um
solo construido ndo apresenta as mesmas condi¢des presentes em um solo natural, com
condi¢des quimicas (CAMPOS et al., 2010), fisicas (STUMPF et al., 2016) e bioldgicas (DOS
SANTOS et al, 2008) alteradas, dificultando o estabelecimento, desenvolvimento e
sobrevivéncias das mudas introduzidas.

Uma alternativa que pode facilitar a adaptagdo, o desenvolvimento e a sobrevivéncia
das mudas de espécies arboreas sob solos construidos ¢ a inoculagdo de microrganismos
promotores do crescimento vegetal (MPCV) durante a produgdo de mudas em viveiro. Alguns
estudos tém demonstrado que a inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e/ou
bactérias promotoras do crescimento vegetal, rizosféricas ou endofiticas em espécies vegetais,
podem favorecer o desenvolvimento vegetal (POUYU-ROJAS e SIQUEIRA, 2000;
CARNEIRO, SIQUEIRA, DAVIDE, 2004; ASLANTAS, CAKMAKCI, SAHIN, 2007,
MENDES et al., 2013), facilitar a adaptagdo e a sobrevivéncia das mudas no campo
(CARNEIRO, SIQUEIRA, DAVIDE, 2004; VANDRESEN et al., 2007), inclusive em
ambientes de maior estresse ambiental (BASHAN et al., 2012; KONG e GLICK, 2017), como
¢ o caso das areas com solos construidos.

A producao de mudas em viveiro requer grande espago fisico, custos com manutengdo

como mao de obra, irrigacdo e fertilizantes e, com a crescente procura por mudas de espécies
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nativas para a recuperagdo de areas degradadas, muitas vezes ndo € possivel atender todas as
demandas, o que acaba gerando atrasos na implanta¢io dos Planos de Recuperagio de Areas
Degradadas (PRADS) (MELO JUNIOR, 2020). Dessa forma, a inoculagio de MPCV nao
apenas poderia fornecer vantagens as mudas no transplantio para o campo, como poderiam
acelerar o crescimento em condigdes de viveiro, com a obten¢do de mudas de qualidade em
questao nao apenas de tamanho, mas em termos também de vigor (PATREZE; CORDEIRO,
2004; PASQUALINI, 2013; RODRIGUES; BARROSO; FIQUEIREDO, 2018, MELO
JUNIOR, 2020). Outro ponto importante no processo de producdo de mudas, adotado pelos
viveiristas, ¢ em relagdo ao fornecimento adequado de agua e nutrientes, condi¢do que ndo ¢
observada no campo e, que pode levar a altos indices de mortalidade. Nesse caso, a inoculagao
de MPCV também tendem a aumentar a resisténcia das plantas as condi¢des de estresse hidrico
e baixa fertilidade do solo (SCHIAVO e MARTINS, 2003; PASQUALINI, 2013).

Os PRADs das areas de minera¢do de carvao em Santa Catarina que estdo em
execucao, nao preveem a inoculagdo de MPCYV na produg@o de mudas, assim como ndo ha nada
em relacdo a inoculagdo ou uso de microrganismos estabelecido nos Critérios para a
recuperagdo de areas degradadas pela mineracdo de carvao (BRASIL, 2008) vigentes no
momento. Como a inoculagdo de MPCV pode favorecer de tantas formas, como ja visto, o
desenvolvimento vegetal, além de ser uma pratica econdmica viavel e ambientalmente aceita,
faz-se necessarios estudos que demonstrem em condigdes de viveiro, que a produgdo das mudas
por meio da coinoculagdo de microrganismos € vantajosa e, fornecer também os subsidios para
a adogdo desse procedimento pelas empresas responsaveis pela recuperacdo das areas
degradadas pela mineracao de carvao em SC.

Durante aproximadamente uma década, o grupo de pesquisa pertencente ao
Laboratério de Microrganismos e Processos Biotecnologicos (LMPB) da Universidade Federal
de Santa Catarina, tem se dedicado ao estudo de isolamento, teste de promogao de crescimento
in vitro, ensaios em condi¢des controladas de casa de vegetacdo envolvendo microrganismos
distintos, como: bactérias formadoras de nédulos (MOURA et al., 2016; HERNANDEZ et al.,
2017; HERNANDEZ et al., 2019), bactérias endofiticas e rizosféricas (NASCIMENTO;
GLICK; ROSSI, 2019; NASCIMENTO et al., 2020; SILVA, 2020) ¢ FMA (GONZALEZ,
2016; STOFFEL et al., 2016) com o intuito de selecionar os microrganismos mais aptos para a
promoc¢ado do crescimento vegetal para diferentes espécies vegetais, visando a recuperacgao de

areas degradadas pela mineracao de carvao.
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Neste trabalho foram selecionados alguns dos microrganismos previamente isolados e
estudados pelo grupo de pesquisa do LMPB e, que apresentam elevado potencial de promogao
de crescimento vegetal. Alguns estudos t€ém demonstrado que a inoculagcdo de dois ou mais
microrganismos, ou seja, a coinoculagdo de MPCV pode atuar de forma sinergética
promovendo maiores ganhos no crescimento vegetal (VALDENEGRO, BAREA, AZCON,
2001; SOUCHIE et al., 2005; YU et al., 2012; PASQUALINI, 2013; WANG et al., 2019;
COSTA e MELLONI, 2019). Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
coinoculagdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal em espécies arboreas

nativas em condig¢des de viveiro com solo nao estéril.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Local de estudo e Material biolégico empregado

A fim de avaliar os efeitos dos microrganismos promotores do crescimento vegetal em
espécies arboreas nativas em condigdes nao estéreis foram realizados ensaios no Horto Florestal
pertencente a Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC em Criciima — SC. Nesses
ensaios o substrato utilizado, assim como os demais materiais, ndo foi esterilizado com o intuito
de simular as condig¢des utilizadas pelos viveiristas. Entretanto, durante a inoculagdo das
sementes, ¢ na reinoculagdo das plantulas, foi tomado o devido cuidado para evitar

contaminag¢ao cruzada entre os tratamentos de inoculagdo e entre o tratamento controle.

6.2.1.1 Microganismos selecionados

Os microrganismos foram selecionados com base em caracteristicas de promogao de
crescimento vegetal, sendo: uma bactéria formadora de nodulo (UFSC-B8 — Rhizobium sp. (R))
(MOURA et al., 2016, HERNANDEZ et al., 2017), uma bactéria endofitica (SC5 —
Pseudomonas sp. (E1)) (NASCIMENTO; GLICK; ROSSI, 2019) uma bactéria rizosférica
(MSR2 — Pantoea sp. (E2)) (NASCIMENTO et al., 2020) e um inoculante comercial a base de
FMA (Rhizophagus intraradices) (Rotella BR) (F). As estirpes UFSC-B8, SC5 ¢ MSR2
demonstraram capacidade de produzir 4cido indol-3-acético (AIA) e de solubilizar fosfato, e as
estirpes SC5 e MSR2 também demonstraram capacidade de produzir 1-aminociclopropano-
carboxilico desaminase (ACC desaminase).

Para a producdo do indculo bacteriano, as bactérias E1 e E2 foram repicadas
separadamente para o meio de cultura Tryptone Soya Broth (TSB- em g/L': peptona de caseina
(pancreatica) 17,0; peptona de soja 3,0 g; NaCl 5,0g; KoHPO4 2,5¢g e glicose 2,5g, pH 7.,3). Ja
a bactéria R foi repicada pata o meio yeast mannitol (YM - em g/L"': manitol 10,0 g; KoHPO4
0,5 g; MgS0O47H>0 0,2 g; NaCl 0,1 g; extrato de levedura 0,5 g; 4gua destilada 1000 ml, pH
6,8) e incubadas a 28 °C, sob agitacdo a 150 g em mesa agitadora (MA 830, Marconi,
Piracicaba, SP, Brasil) até atingirem 0,5 de DO no comprimento de onda de 540 nm R (meio
YM) e no comprimento de onda de 600 nm as bactérias E1 e E2 (meio TSB). Previamente a
inoculagdo das bactérias no meio de cultura, os meios TSB ¢ YM foram esterilizados em

autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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6.2.1.2 Espécies arboreas selecionadas

Nesse estudo foram utilizadas quatro espécies arboreas nativas da regido sul do estado
de Santa Catarina: Citharexylum myriamthum Cham. (tucaneira), Mimosa scabrella Benth.
(bracatinga), Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-vermelha) e Senna multijuga (Rich.)
H.S.Irwin & Barneby (pau-cigarra). As sementes de C. myrianthum, S. terebinthifolius e S.
multijuga foram adquiridas junto ao Instituto Brasileiro de Florestas (IBF). As sementes de M.

scabrella com a Embrapa Agrobiologia de Seropédica, RJ.

6.2.2 Delineamento experimental

Foram montados ensaios independentes para cada uma das espécies arboreas. O
experimento consistiu em trés tratamentos de inoculagdo, sendo: inoculante comercial a base
de fungo micorrizico arbuscular Rhizophagus intraradices (FMA) (Rotella BR), MIX de trés
bactérias promotoras do crescimento vegetal (UFSC-B8 + SC5 + MSR2) e MIX + FMA (UFSC
+ SC5 + MSR2 + Inoculante FMA), e um tratamento controle sem inoculagdo (SI), com 70
repeti¢des cada tratamento, totalizando assim 280 unidades amostrais para cada espécie, (4

espécies = 1120 mudas ao total).

6.2.3 Producao de mudas

Inicialmente as sementes foram semeadas em bandejas plasticas de 200 células (Figura

10a) contendo substrato ndo estéril (Tabela 4).
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Figura 10. a) Mudas de Senna multijuga em bandeja de plastico com 200 células; b) Mudas de
S. terebinthifolius recém transferidas para sacos plasticos de 15 x 21 cm.

S gy N e . -

Fonte: Arquivos pessoais da autora (2021).

Tabela 4. Composi¢ao do substrato utilizado na produ¢ao de mudas de C. myrianthum, M.
scabrella e S. multijuga em viveiro.

Composicao do substrato Propor¢ao para 100 L
Terra vegetal 55,5L
Bandejas Cinza de casca de arroz carbonizado 444 L
Terra vegetal S0L
Cinza de casca de arroz carbonizado 40 L
Sacos plasticos Cama de aves 10L
Fertilizante NPK (5-20-20) 50g

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Foram colocadas trés sementes por célula. As sementes passaram por processo de
quebra de dorméncia quando necessario, como ja descrito anteriormente (Capitulo I), ndo foi
feita desinfec¢do superficial e nem pré-germinagdo das sementes. Quinze dias apds o
surgimento do cotilédone das sementes, foi realizado o desbaste deixando-se apenas uma
plantula por célula.

Apo6s dois meses, as plantulas foram transplantadas para sacos plastico de 15 x 21 cm

(Figura 10b) contendo substrato ndo estéril (Tabela 4) e acrescido mais 1 mL de inoculo

bacteriano (mistura das trés bactérias promotoras do crescimento vegetal) para cada plantula e
o equivalente a 200 propagulos do FMA por saco plastico, de acordo com cada tratamento.

As plantulas de cada tratamento foram separadas em blocos e mantidas no viveiro com

sombrite 50% durante o primeiro més de crescimento apos transplante para os sacos plasticos.
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Durante todo o periodo de crescimento das mudas no viveiro, as mudas foram irrigadas duas
vezes ao dia, com o auxilio de microaspersores. Nos ultimos trés meses de crescimentos das
mudas em viveiro, as mudas foram expostas ao sol a fim de permitir a aclimatizacdo ao

ambiente de campo.

6.2.4 Analises quimicas do substrato

Foram feitas as analises quimicas do substrato utilizado nos experimentos do viveiro
— bandeja e sacos plasticos, seguindo a metodologia proposta por Tedesco et al. (1995)
conforma apresentado na Tabela 5. Segundo o Manual de Calagem e Adubagdo para os estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (2016), os resultados das andlises quimicas dos
substratos utilizados na producdo das mudas em bandejas e nos sacos plasticos mostraram
niveis muito altos de P, niveis altos de K, Ca e Mg; e niveis de matéria organica média e baixa,

respectivamente.

Tabela 5. Principais analises quimicas dos substratos utilizados nos experimentos com
espécies arboreas inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em
viveiro na UNESC, Criciima, SC.

%Argila pH indice H+Al CTC MO N P K Al Ca Mg

m/v H,0 SMP pH7,0 m/v gkg mg/dm*  cmole/dm?
1:1
Substrato
Bandejas 22 5.1 6.3 309 1043 32 1,60 153 232 04 53 15
Substrato 25 56 63 324 11,70 25 125 153 340 00 57 1.9
sacos
plasticos

Fonte: Dados da autora (2021).

6.2.5 Avaliacoes das mudas em viveiro

As plantas permaneceram no viveiro por um periodo de seis meses (180 dias), que foi o
tempo considerado adequado para o crescimento das mudas, quando se realizou a avaliagdo do
crescimento, nutricdo das mudas quanto ao teor e acumulo de nitrogénio e fosforo na parte
aérea, colonizagdo micorrizica e nimero de esporos, onde 10 das 70 repetigdes por tratamento

foram avaliadas de forma aleatoria.
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Em relagdo aos pardmetros de crescimento foram feitas as seguintes avaliacdes: altura
da parte aérea (H) (expressa em cm — a partir do coleto até a gema apical), didmetro do coleto
(DC) (expresso em mm — utilizando um paquimetro com precisao de 0,01 mm), peso da matéria
seca da parte aérea (MSPA) e peso da matéria seca da raiz (MSR) apds secagem em estufa a 65
OC até peso constante.

As avaliagdes de nutricdo das mudas, colonizagdo micorrizica total e numero de
esporos foram realizadas de acordo com os métodos descritos no Capitulo I, modificando
apenas o volume de solo utilizado para avaliar a 0 nimero de esporos para 25 mL de solo ao

invés de 50 mL de solo como descrito no experimento anterior (Capitulo I).

6.2.6 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos foram submetidos as provas de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e homogeneidade pelo teste de Bartlett. Os dados de colonizagdo micorrizica
foram transformados pela fungdo arco-cosseno \V%colonizagdo micorrizica/100 para cumprir
os pressupostos da andlise de variancia. Posteriormente, foi realizada uma ANOVA para cada
ensaio e havendo diferenca estaistica significativa, os dados foram submetidos ao teste de
separacao de médias SNK a 5% de probabilidade. Para a realizagdo dos testes de normalidade
e homogeneidade foi utilizada a extensdo do Excel Action Stat, para a ANOVA o programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011), e para fazer os graficos o software Sigma Plot (SYSTAT
SOFTWARE, 2008).
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Colonizacao micorrizica e nimero de esporos de FMA

Houve colonizacdo micorrizica em todos os tratamentos avaliados, inclusive no
tratamento sem inoculacdo, o que ja era esperado considerando que o substrato além de nao ter
sido autoclavado, continha em sua composi¢ao solo que poderia conter propagulos de FMA. A
porcentagem de coloniza¢do micorrizica (CM) nas raizes das mudas de C. myrianthum foi
considerada elevada, ndo diferindo entre os tratamentos de inoculagdo (MIX, FMA e
MIX+FMA), sendo que estes apresentaram incremento de 37% em comparagdo com o controle
SI (Tabela 6). O nimero de esporos (NE) médio em C. myrianthum foi maior no tratamento

FMA que ndo diferiu do controle SI.

Tabela 6. Colonizagdo micorrizica e numero de esporos em mudas de C. myrianthum, M.
scabrella, S. terebinthifolius e S. multijuga inoculadas com microrganismos promotores do
crescimento vegetal apds 180 dias de crescimento em viveiro em solo ndo estéril.

Espécie vegetal Tratamento Colonizac¢io micorrizica Numero de
esporos
(25 mL)
MIX 71,8% a 72b
C. myrianthum FMA 79,4% a 236 a
MIX+FMA 75,0% a 117 ab
SI 54,9% b 141 a
MIX 12,4% b 6b
M. scabrella FMA 18,3% a 17 a
MIX+FMA 14,7% ab 22a
SI 7,5% ¢ 20a
MIX 38,5% ¢ 708 b
S. terebinthifolius FMA 86,5% a 1338 a
MIX+FMA 81,9% a 328 b
SI 56,2% b 331b
MIX 58,3%a 64b
S. multijuga FMA 58,7% a 65b
MIX+FMA 51,2% a 88 a
SI 50,0% a 38¢c

Fonte: Dados da autora (2021).

Notas: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente pelo teste de separagdo de médias SNK
(P <0,05). MIX = UFSC-BS8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA=
inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem
inoculagdo.

Em M. scabrella a maior média de CM foi observada no tratamento que recebeu a

inoculacdo de FMA, com um incremento de 144% em comparagdo com SI, porém os valores
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médios para porcentagem de coloniza¢do micorrizica em todos os tratamentos avaliados foram
inferiores a 25% (Tabela 6).

Para S. terebinthifolius, a CM nas raizes das mudas dos tratamentos inoculados com
FMA e MIX+FMA apresentaram as maiores médias, com 49% de incremento comparado ao
tratamento SI e, de 119% em comparagdo com o tratamento MIX (Tabela 6).

Em S. multijuga a porcentagem média de CM nas raizes das mudas foi bastante elevada,
no entanto ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos inoculados e o tratamento
controle SI (Tabela 6). J& em relagdo ao NE, o tratamento MIX+FMA apresentou um

incremento de 132% em comparagdo com SI, e de 70% nos tratamentos FMA ¢ MIX.

6.3.2 Avalia¢ao do crescimento das mudas

Na Figura 11 ¢ possivel observar uma imagem de cada tratamento inoculado, parte
aérea e raizes, em comparacdo com o tratamento Sl para C. myrianthum (a, b), S. multijuga (c,

d) e M. scabrella (e, 1).

Figura 11. Mudas das espécies arboreas pioneiras inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal crescidas em substrato ndo estéril em condi¢des de viveiro
por um periodo de 180 dias (n=10). a, c, ) parte aérea das mudas de C. myrianthum, S.
multijuga e M. scabrella, respectivamente; b, d, f) raizes de C. myrianthum, S. multijuga e M.
scabrella, respectivamente. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) +
MSR?2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA=
RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculacao.

mmmmrm &'!Im FMA  MIX+FMA
A MIX+HPMA  MIX FMA MIX+FMA MIX FMA MIX+HPMA MIX 51

Fonte: Imagens da autora (2021).

Os tratamentos de inoculacdo influenciaram nos parametros de crescimento avaliados

nas mudas de C. myrianthum e S. multijuga, especialmente. J& em M. scabrella e S.
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terebinthifolius apenas alguns parametros apresentam diferenca significativa em relagdo a
inoculagao.

Os parametros de crescimento avaliados nas mudas de C. myrianthum foram mais
favorecidas pelo tratamento FMA (Figura 12). As mudas de C. myrianthum inoculadas com o
tratamento FMA (inoculante a base de Rhizophagus intraradices) apresentaram as maiores
médias para todos os pardmetros avaliados, sendo o incremento de 112% na altura, 37% no

diametro, 119% na MSR e de 187% na MSPA em relacdo ao tratamento controle SI.

Figura 12. Altura (CV% = 9,72), didmetro (CV% = 17,88), massa seca da raiz (CV% = 46,35)
e massa seca da parte aérea (CV% = 30,73) das mudas de C. myrianthum inoculadas com

microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em viveiro
em condicdes nao estéreis. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) +

MSR2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA=
RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculagdo Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro
padrao da média (n = 10).
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O tratamento MIX+FMA também influenciou na altura e na MSPA das mudas de C.
myrianthum, com incrementos médios intermediarios de 87% e 96% em relagdo ao tratamento
controle SI, respectivamente (Figura 12). O tratamento MIX, por sua vez, favoreceu menos o
crescimento das mudas em comparagdo com os outros tratamentos de inoculacdo, com
incremento de 25% na altura em relagdo ao controle SI. Em relagdo a MSPA, o tratamento MIX
nao diferiu do controle SI. As mudas inoculadas com MIX e MIX+FMA nao diferiram
estatisticamente do tratamento controle em relagdo ao diametro.

Em relagdo aos parametros de crescimento avaliados, as mudas de M. scabrella foram
pouco beneficiadas pela inoculagdo de MPCV de forma geral, sendo observado uma influéncia
do tratamento de inoculagdo com as trés bactérias - MIX e do tratamento FMA apenas para o
parametro altura (Figura 13), com incremento de 31% em relagdo ao tratamento controle SI.
Em relagdo a MSR, as mudas de M. scabrella ndo apresentaram diferengas significativa entre

os tratamentos. Ja para MSPA, o tratamento FMA diferiu apenas do tratamento MIX+FMA.
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Figura 13. Altura (CV% = 18,89), diametro (CV% = 21,95), massa seca da raiz (CV%
= 52,88) e massa seca da parte aérea (CV% = 37,38) das mudas de M. scabrella inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em viveiro.
MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA=
inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-B8 + SCS5 +
MSR2; SI= sem inoculagdao. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste
SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n = 10). *ns = estatistica

nao significativa (P > 0,05).
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As mudas de S. multijuga foram beneficiadas por todos os tratamentos de inoculacao

avaliados em comparagdo com o tratamento controle SI. O melhor resultado para os parametros

de crescimento avaliados em S. multijuga foi alcangado pelo tratamento de coinoculagdo

MIX+FMA, ou seja, com os quatro microrganismos inoculados (Figura 14), com exce¢do do

didmetro, no qual todos os tratamentos de inoculagdo ndo diferiram entre si e apresentaram um
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incremento de 74% em comparagdo com o controle SI. O tratamento de coinoculagdo
MIX+FMA, apresentou incrementos de 176%, 438% e 920% na altura, MSR e MSPA,

respectivamente, em relagdo ao controle SI.

Figura 14. Altura (CV% = 12,33), diametro (CV% = 23,81), massa seca da raiz (CV% =
20,43) e massa seca da parte aérea (CV% = 18,04) das mudas de S. multijuga inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em viveiro.

MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA=

inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 +

MSR2; SI= sem inoculagdo. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste
SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrdo da média (n = 10).
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Em relagdo a altura, os tratamentos FMA e MIX, em S. multijuga, apresentaram
incrementos significativos em comparagdo com o controle SI, com valores de 132 e 93%,
respectivamente (Figura 14). Ja em relacdo a MSR e MSPA, os tratamentos de inoculagdo MIX
e FMA nao diferiram estatisticamente entre si e, apresentaram incrementos significativos de
505% em relagdo a MSPA e de 237% na MSR em comparagdo com o tratamento controle SI.

As mudas de S. ferebinthifolius foram favorecidas pela inoculagdo em relagdo aos
parametros didmetro, MSR ¢ MSPA. Na altura, as mudas de S. terebinthifolius sem inoculagao
apresentaram a maior média, com 9% de diferenga em comparagdo com os tratamentos
inoculados com MPCYV (Figura 15). Ja em relag@o ao didmetro, MSR e MSPA as mudas de S.
terebinthifolius inoculadas com os tratamentos FMA e MIX+FMA, apresentaram um

incremento de 14%, 9% e 33%, respectivamente, em comparagao com os tratamentos MIX e

SI.
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Figura 15. Altura (CV% = 7,38), didmetro (CV% = 12,74), massa seca da raiz (CV% = 32,94)

e massa seca da parte aérea (CV% = 7,91) das mudas de S. ferebinthifolius inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de crescimento em

viveiro. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.);
FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-B8 +
SC5 + MSR2; SI= sem inoculagdo. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si

pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro padrao da média (n = 10).
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6.3.3 Absorcio de N e P pelas mudas

Com relacao aos parametros de nutri¢ao avaliados, as mudas de C. myrianthum, M.
scabrella, S. terebinthifolius e S. multijiuga foram beneficiadas pelos tratamentos de inoculacao
em condicdes de viveiro.

O acumulo de N e P nas mudas de C. myrianthum foram favorecidos pelo tratamento
de inoculacdo FMA (Figura 16). Em C. myrianthum o incremento no TN pelos tratamentos
MIX e do controle SI foi de 31% em relagdo aos tratamentos FMA e MIX+FMA. O acimulo
de nitrogénio (AN) nas mudas de C. mirianthum foi maior no tratamento FMA, com um
incremento de 126% em comparagdo com o tratamento controle SI, seguido pelos tratamentos
MIX e MIX+FMA com incremento de 63% no AN. Nao foi observada diferengas estatisticas
entre os diferentes tratamentos de inocula¢do e controle nas mudas de C. myrianthum em
relacdo ao TP. O tratamento de inoculagdo com FMA apresentou a melhor média no AP com
um incremento de 135% em comparagdo com o tratamento controle SI, seguido pelo tratamento
MIX+FMA com um incremento de 63%. O tratamento MIX nao diferiu estatisticamente do

controle SL.
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Figura 16. Nutricdo das mudas de C. myrianthum quanto ao teor de nitrogénio (CV%
=14,96) e fosforo (CV% = 16,64) e acimulo de nitrogénio (CV% = 31,49) e fosforo (CV% =
23,43) inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apos 180 dias de
crescimento em viveiro. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) +
MSR?2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA=
RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inocula¢ao. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro
padrao da média (n = 10). *ns = estatistica ndo significativa (P > 0,05).
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Em M. scabrella nao houve diferenca estatisticas entre o controle SI ¢ os tratamentos
inoculados em relagdo ao TN (Figura 17). No AN, as mudas de M. scabrella foram favorecidas

pelo tratamento de inoculagdo FMA, com incrementos de 46% em compara¢do com o



117

tratamento controle SI. Os demais tratamentos de inoculagdo nao diferiram estatiticamente do
controle SI em relagdo ao AN. O TP foi maior nas mudas de M. scabrella inoculadas com os
tratamentos MIX e MIX+FMA, com incremento de 81% em relagcdo ao tratamento controle,
seguido pelo tratamento FMA com 42% de incremento. As mudas de M. scabrella que
apresentaram maior AP foram as inoculadas pelos tratamentos MIX e FMA, com incremento
médio de 77% em comparagdo com as mudas que ndo receberam inocula¢dao (SI). J& o

tratamento MIX+FMA nao diferiu do tratamento controle em relagdo ao AP.
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Figura 17. Nutricdo das mudas de M. scabrella inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de crescimento em viveiro quanto ao teor de
nitrogénio (CV% = 15,44) e fosforo (CV% = 21,25) e, acimulo de nitrogénio (CV% = 32,38)
e fosforo (CV% = 32,48). MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SCS5 (Pseudomonas sp.) +
MSR?2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA=
RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inocula¢ao. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro
padrao da média (n = 10). *ns = estatistica ndo significativa (P > 0,05).
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O teor de N e P nas mudas de S. terebinthifolius inoculadas com MPCV em condigdes
de viveiro ndo diferiram significativamente (Figura 18). J4 em relacdo ao acimulo de N e P nas
mudas foi possivel observar um padrao, entretanto ndo foram verificadas diferencas

significativas no AN e no AP entre os tratamentos de inoculagao e o controle SI.

Figura 18. Nutricdo das mudas de S. terebinthifolius inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de crescimento em viveiro quanto ao teor de
nitrogénio (CV% = 17,75) e fosforo (CV% = 17,36) e, acumulo de nitrogénio (CV% = 25,46)

e fosforo (CV% = 6,01). MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) +
MSR2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA=
RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculagdo. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro
padrao da média (n = 10). *ns = estatistica ndo significativa (P > 0,05).
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O tratamento de inoculacdo MIX+FMA foi o que mais favoreceu a nutri¢do das mudas
de S. multijuga (Figura 19). Com relagao ao teor de nitrogénio (TN), nas mudas de S. multijiuga,
foi maior no tratamento MIX e no controle SI que ndo diferiram estatisticamente entre si e
tiveram um incremento de 39% em relacdo aos demais tratamentos. Ja no AN, nas mudas de S.
multijuga o tratamento de coinoculacdo MIX+FMA apresentou a maior média de AN com um
incremento de 749% em relacao ao tratamento controle SI. Os tratamentos MIX e MIX+FMA
também tiveram um incremento significativo em relagdo ao tratamento controle SI de 548%.
Em relagdo ao teor de fosforo (TP) as mudas de S. multijuga ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre os tratamentos de inoculagdo e o tratamento controle SI (Figura
19). O tratamento MIX+FMA foi o que mais influenciou no AP nas mudas de S. multijuga,
com um incremento de 718% comparado ao tratamento controle SI, seguido pelos tratamentos

MIX e FMA com incremento de 415%.
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Figura 19. Nutricdo das mudas de S. multijuga quanto ao teor de nitrogénio (CV% =24,47) e
fosforo (CV% = 23,24) e, acimulo de nitrogénio (CV% = 16,04) e fosforo (CV% = 11,95)
inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal apds 180 dias de
crescimento em viveiro. MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SCS (Pseudomonas sp.) +
MSR2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX+FMA=
RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inoculacdo. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05). Barras verticais representam o erro
padrdo da média (n = 10).
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6.4 DISCUSSAO

Estudos com inoculag@o de microrganismos para a promocao do crescimento vegetal
em diferentes espécies vegetais, com o intuito de aplicagdo na recuperacao de areas degradadas
pela mineragdo de carvao, foram desenvolvidos por alguns autores nesses ultimos anos. Desde
estudos com rizobios (MOURA et al., 2016; HERNANDEZ et al., 2017; HERNANDEZ et al.,
2019); com bactérias endofiticas e/ou bactérias rizosféricas (SILVA, 2020; NASCIMENTO;
GLICK; ROSSI, 2019; NASCIMENTO et al., 2020) ¢ com FMA (GONZALEZ, 2016;
STOFFEL et al., 2016). No entanto, at¢é o momento ndo tem sido avaliado a inoculagdo ¢ a
coinoculagcdo desses microrganismos na promocao do crescimento vegetal na produgdo de
mudas arboreas em condi¢des de viveiro. Essa etapa ¢ fundamental para que seja avaliado a
capacidade de MPCV em promover o crescimento de espécies vegetais em condigdes nao
estéreis, e dar subsidio a aplicacdo de inoculantes microbianos na produ¢do de mudas visando
o plantio em areas degradadas.

A producao de mudas de espécies arboreas no viveiro muitas vezes requer um tempo
relativamente longo, demandando espago, gastos com fertilizantes ¢ mao de obra. A crescente
demanda por mudas nativas visando a revegetagdo de areas degradadas requer adocao de novas
estratégias para a producdo de mudas em viveiro. A inoculacio de MPCV pode acelerar o
crescimento dessas mudas, reduzir o gasto com insumos quimicos, tornando os viveiros mais
produtivos e o transplantio das mudas para o campo mais rapido, acelerando assim o inicio da
recuperagdo das areas degradadas (PATREZE; CORDEIRO, 2004; PASQUALINI, 2013;
RODRIGUES; BARROSO; FIQUEIREDO, 2018, MELO JUNIOR, 2020). Infelizmente a
inoculagao de MPCV ainda ndo ¢ uma prética adotada na produgao de mudas para a revegetagao
de areas degradadas pela mineragdo de carvao em Santa Catarina.

Os MPCV podem também aumentar a sobrevivéncia e a adaptagdao das mudas no
campo apos o transplantio e favorecer o crescimento em ambientes com estresse ambiental
(POUYU-ROJAS e SIQUEIRA, 2000; CARNEIRO, SIQUEIRA, DAVIDE, 2004;
VANDRESEN et al., 2007; ASLANTAS, CAKMAKCI, SAHIN, 2007; MENDES et al., 2013;
KONG e GLICK, 2017). Dentre os possiveis mecanismos pelos quais os MPCV podem atuar
favorecendo o desenvolvimento das mudas em condi¢des de campo podemos citar a producao
de fitohormonios pelas BPCV, como € o caso do AIA, da citotocinina e da giberilina. O AIA
produzido por bactérias pode aumentar o numero de pelos radiculares, o numero de raizes

laterais e a superficie total da raiz, aumentando assim a absor¢do de nutrientes do solo e a
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exsudacdo da raiz (KONG e GLICK, 2017). As citocininas e giberilinas desempenham um
importante  papel na regulacio do crescimento e desenvolvimento vegetal
(VETTAKKORUMAKANKAYV et al., 1999; FRUGIER et al., 2008; ROMANOV, 2009),
sendo que algumas BPCV sdo capazes de produzir esses fitohormonios (TSAVKELOVA et al.,
2006). As citocininas e giberilinas produzidas pelas bactérias podem ajudar as plantas a
tolerarem o estresse ambiental, como a falta de 4gua, nessa situacao de estresse os niveis desses
fitohormonios tendem a sofrer reducao na planta, mas a incoculagdo com BPCV produtoras
desses fitohormonios pode favorecer o desenvolvimento das plantas nesse tipo de condicao
ambiental (ARKHIPOVA et al., 2007). Outro mecanismo pelo qual as BPCV podem favorecer
o desenvolvimento vegetal é por meio da produgdo da enzima ACC desaminase, que podem
reduzir os niveis de etileno produzidos pela planta quando em condigdo de estresse ambiental,
por meio da conversdo do precursor do etileno em a-cetobutirato e amonia (GAMELERO e
GLICK, 2012; GLICK, 2012). Por meio da solubilizag¢ao de fosfato, as BPCV podem favorecer
o desenvolvimento vegetal em condi¢des de baixa disponibilidade de P No solo, como ¢ a
situacdo dos solos em areas degradadas. As bactérias utilizadas no presente estudo podem atuar
por meio de alguns desses mecanismos citados, pois demonstraram em ensaios in Vitro
possuirem a capacidade de solubilizar fosfato, produzir AIA e/ou ACC desaminase
(NASCIMENTO, GLICK, ROSSI, 2019; MOURA et al., 2016; HERNANDEZ et al., 2017;
NASCIMENTO et al., 2020).

Os FMA por sua vez, podem exercer grande influéncia na adaptagao, na sobrevivéncia
e no crescimento das mudas em ambientes degradados que apresentam elevado estresse bidtico
ou abiotico (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Dentre os mecanismos pelos quais os FMA
atuam temos o aumento na absorcdo de nutrientes e 4gua no solo pelas raizes das plantas por
meio do micélio extrarradicular, sendo uma associagdo muito benéfica a planta, especialmente
em condi¢des de baixa fertilidade onde ha escassez ou baixa disponibilidade de nutrientes
(MARSCHNER e DELL, 1994; BAGYARAIJ, SHARMA, MAITI, 2015).

De acordo com o Manual de Adubacao e calagem para os Estados de SC e RS (2016),
o substrato utilizado na produgdo das mudas no presente estudo apresentou pH baixo nas
bandejas e pH médio nos sacos plasticos, enquanto para os demais atributos quimicos avaliados
ndo houve diferenca significativa entre os substratos, sendo que os valores verificados para
fosforo e o potassio sao considerados muito alto e valores altos para o célcio e magnésio. O
fosforo em altas concentragdes no solo pode reduzir a eficiéncia da inoculagdo de

microrganismos solubilizadores de fosfato na promoc¢do do crescimento vegetal (NAHAS et



124

al., 1994; BENTO et al., 2016;), pode também reduzir a eficiéncia e a dependéncia micorrizica
(CARDOSO et al., 2010; ABREU et al., 2018), enquanto a baixa fertilidade do solo tende a
favorecer a simbiose entre 0 FMA e o hospedeiro (CARDOSO et al., 2010). A faixa de pH do
solo toleravel pelos FMA ¢ bastante ampla, variando de 3 a 10 (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006), no entanto o valor ideal pode variar para cada espécie. O valor de pH verificado nos
substratos utilizados no presente trabalho (5,1 e 5,6) pode possibilitar a formagdo micorrizica
com a espécie de Rhizophagus intraradices (MERGULHAO et al., 2014).

No presente trabalho a colonizacdo micorrizica nas raizes das espécies arboreas
avaliadas foi muito distinta entre as espécies. Em C. myrianthum a CM nos tratamentos de
inoculacdo nao apresentou diferenga significativa entre os tratamentos de inocula¢ao, mas foi
maior que o tratamento sem inocula¢ao. Embora no tratamento MIX nao tenha sido introduzido
o inoculante a base de FMA, a CM nio diferiu dos tratamentos de inoculagdo que receberam o
inoculante. Nesse caso ¢ possivel que as bactérias promotoras do crescimento vegetal
inoculadas tenham atuado em sinergismo com os FMA nativos presentes no solo, favorecendo
a CM das raizes. Algumas bactérias presentes na rizosfera podem estimular o crescimento
micelial dos FMA, essas bactérias sdo conhecidas como “mycorrhiza helper bacteria” (MHB)
(GARBAYE, 1994). Essas bactérias podem produzir fitohormonios vegetais que influenciam
no estabelecimento das micorrizas, esporulacao e crescimento das hifas, assim como, podem
produzir compostos que estimulam exsudatos radiculares, resultando na ativacao das hifas de
FMA, aumentado assim a CM (LIES et al., 2018). Dentre os grupos de bactérias estudadas que
demonstraram a habilidade de atuarem como MHB quando coinoculadas com FMA, podemos
citar os géneros Pseudomonas spp. (DUPONNOIS; PLENCHETTE, 2003; SINGH; SONI,;
KALRA, 2013), e Rhizobium spp. (FESTER; MAIER; STRACK, 1999; BARNAWAL et al.,
2014), sendo que no presente trabalho duas das bactérias inoculadas pertenciam a esses genéros
(SC5 e UFSC-BS).

Em M. scabrella a inoculagao simples de FMA apresentou a maior CM, porém a CM
nas raizes em todos os tratamentos avaliados foi baixa. Os resultados obtidos para baixa CM
em M. scabrella podem estar atrelados a uma maior disponibilidade de P no substrato utilizado
ou também ¢ possivel que para M. scabrella a competicdo com outros microrganismos
autoctones do solo tenha influenciado nos baixos valores de CM observados nessa espécie,
assim como, no baixo nimero de esporos. Corroborando com estes resultados, o estudo
realizado por Dalla Costa et al. (2017) foi observado que em mudas de M. scabrella inoculadas

com diferentes FMA, a eficiéncia micorrizica diminuiu com o aumento progressivo da
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disponibilidade de fosforo no solo. Esses resultados diferem dos resultados verificados por
Hentz, da Silva e Junior (2012) que avaliaram mudas de uma espécie do mesmo género
(Mimosa artemisiana) produzidas em viveiro em diferentes condigdes de substrato ricos em
fosforo, onde observaram que mesmo na presenca de altos niveis de fosforo a colonizagao
micorrizica das raizes foi elevada. Patreze e Cordeiro (2004) em estudo com outras leguminosas
arboreas (Enterolobium contortisiliquum, Inga laurina, Lonchocarpus muehlbergianus e
Platypodium elegans) também em condig¢des de viveiro com solo sem autoclavar, avaliaram a
inoculagdo de FMA, FMA combinados com rizébios e diferentes concentragdes de nitrogénio
e fosforo por um periodo de 120 dias. Naquele estudo verificou-se maiores valores de CM nas
mudas que receberam as maiores dosagens de fésforo. A associagdo micorrizica arbuscular
pode variar de acordo com cada espécie de planta e de FMA, positivamente ou negativamente
(SMITH et al., 2011; SMITH; ANDERSON; SMITH, 2018).

Ja em S. multijuga a CM nas mudas foi igual para todos os tratamentos (50 a 58,7%),
indicando que o inoculante comercial a base de FMA nd3o proporcionou aumentos na
colonizagdo micorrizica em comparagao com as comunidades de FMA presentes no solo do
substrato utilizado. Diferentemente do que foi observado no presente estudo, Pouyu-Rojas e
Siqueira (2000) avaliaram sete espécies arboreas em condicdo de viveiro, entre elas S.
multijuga, os autores verificaram que a coinoculacdo de uma mistura de trés FMA (Glomus
etunicatum, Gigaspora margarita € Acaulospora scrobiculata) mesmo em condi¢des de alta
fertilidade do solo proporcionaram elevados valores de CM (70 a 88%) nas mudas de S.
multijuga. Paron, Siqueira e Curi (1997) também observaram que a CM em mudas de S.
macranthera foi elevada e favorecida pela adigdo de P.

Cabe salientar que, diferentemente dos resultados observados para CM em casa de
vegetacao (Capitulo I), de uma forma geral, a inoculagdo do FMA proporcionou maiores taxas
de CM em condig¢des de viveiro, pelo fato de o tratamento sem autoclavar (SA) ter exibido altas
taxas de CM em solo com baixa fertilidade, ndo € possivel atribuir esse aumento na CM apenas
a maior disponibilidade de nutrientes no substrato utilizado no viveiro. Ferreira et al. (2020)
observaram em experimento em condi¢des controladas com Rhizophagus clarus, que a espécie
vegetal foi favorecida em solo com maior diversidade microbiana, resultando em maiores
valores de CM na planta hospedeira, o mesmo pode ter ocorrido no presente trabalho.

No presente trabalho os tratamentos que ndo receberam a inoculagdo de FMA também
apresentaram coloniza¢do micorrizica nas raizes, o que era esperado considerando que o solo

ndo foi esterilizado e provavelmente continha FMA autdctones do local de coleta do solo.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Patreze e Cordeiro (2004) que em experimento
com espécies arboreas em condigdes de solo sem autoclavar também observaram colonizagao
em todos os tratamentos, inclusive nos que ndo haviam recebido a inoculagdo. Rodrigues,
Barroso e Figueiredo (2018) também observaram uma porcentagem de CM de 45% no
tratamento que ndo recebeu a inoculagdo de Glomus sp, mas que continha solo sem autoclavar.
Gonzalez (2016) verificou no tratamento controle sem inoculagdo, CM acima de 50% em mudas
de bracatinga (M. scabrella) e de cedro em solo oriundo de area de mineragdo de carvao sem
autoclavar. Segundo Patreze e Cordeiro (2004), esses resultados confirmam que os FMA sdo
parte integrante do sistema radicular de quase todas as plantas nos tropicos, ndo apenas sob
condig¢des naturais, mas também em condi¢des cultivadas.

Em condi¢des de viveiro, o crescimento ¢ a absorcdo de N e P das mudas de C.
myrianthum responderam melhor a inoculag¢do do tratamento contendo o FMA e, em seguida
pelo tratamento composto por trés bactérias promotoras do crescimento vegetal + FMA
(MIX+FMA). Resultados distintos ao encontrado neste trabalho foram observados por
Pasqualini (2013) em estudo de inoculacdo e coinoculagdo de bactérias solubilizadoras de
fosfato com FMA em C. myrianthum por um periodo de 180 dias em condi¢des de solo sem
autoclavar. Nesse estudo, o autor ndo observou diferengas significativas entre os tratamentos
com combinagdes de microrganismos para a maioria dos parametros avaliados e nem resposta
a inoculagdo isolada de FMA, sendo que o tratamento controle sem inoculagdo foi o que
apresentou os maiores incrementos na altura e na MSPA das mudas. A combinagdo de MPCV
nem sempre ¢ favordvel ao crescimento vegetal. Microrganismos coinoculados podem
apresentar efeito sinergético promovendo o desenvolvimento vegetal (WANG et al., 2016;
SREEDHAR; MOHAN, 2016; XIE et al., 2018), entretanto efeitos antagonistas
(SVENNINGSEN et al., 2018) ou até¢ mesmo efeitos neutros (TODESCHINI et al., 2018)
também podem ser observados de acordo com a combinag¢dao dos microrganismos € a espécie
vegetal. Isso salienta a importancia da realizagdo de estudos com diferentes coinoculagdes de
microrganismos para cada espécie vegetal.

Em M. scabrella os tratamentos de inoculagdo avaliados ndo foram eficientes em
promover o crescimento vegetal em condi¢des de viveiro, sendo observadas diferencas
significativas no crescimento das mudas apenas em relagdo a altura, promovidas pelos
tratamentos FMA e MIX, e em relagdo a nutri¢do, o tratamento FMA favoreceu o AN ¢ os
tratamentos MIX e FMA favoreceram o AP. Ao contrario do que foi observado no presente

estudo, Souchie et al., (2005) observaram que a coinocula¢ao de microrganismos (bactérias
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solubizadoras de fosfato (BSF) + FMA + rizdbios) em diferentes espécies arboreas fixadoras
de N, dentre elas M. caesalpiniifolia, a inoculagdo de BSF beneficiou o crescimento ¢ a
nodulagdo das mudas, demonstrando que houve algum grau de sinergismo entre as BSF e os
rizobios inoculados. Os autores sugerem que a inoculagdo de BSF provavelmente tenha
melhorado a nutricdo das espécies durante a formagdo das mudas. Entretanto, os autores
também observaram efeitos negativos da inoculacio de BSF em Enterolobium
contortisiliqguum, pelos resultados observados os autores acreditam que existem combinagdes
de BSF e plantas que ndo sao favoraveis, e/ou a propria competi¢do com outros microrganismos
da rizosfera pode ter levado ao resultado observado.

Embora a inoculagdo de FMA e a coinoculacio de MIX+FMA ndo apresentou
diferencas significativas na CM, foram observados efeitos no crescimento das mudas de S.
multijuga proporcionadas por essa inoculacdo, sendo que, de forma geral as mudas de S.
multijuga responderam melhor ao tratamento de coinoculacdo dos quatro MPCV, como ja
observado em casa de vegetacdo (Capitulo I). Efeitos positivos da inoculagdo de FMA no
crescimento € MSPA de mudas de S. multijuga também foram observados por Pouyu-Rojas e
Siqueira (2000). Ja em estudo realizado por Vandresen et al. (2007), verificou-se que em mudas
de Senna macranthera, mesmo com elevada taxa de coloniza¢ao micorrizica, a inoculacao de
FMA nao favoreceu a produgdo de biomassa seca da area foliar e nem favoreceu o crescimento
das mudas no viveiro. Os autores atribuiram essa resposta especialmente ao tipo de substrato
utilizado, pois, em estudo realizado por Zangaro et al. (2005) com mesmo indculo, em espécies
arboreas crescidas em solo com baixa disponibilidade de nutrientes, houve resposta a
incoculagdo de FMA e altas taxas de colonizagao.

No presente trabalho, o tratamento MIX+FMA também proporcionou maior acimulo
de nitrogénio e de fosforo nas mudas de S. multijuga. Zhang, Feng e Declerck (2018)
verificaram que a frutose exsudada por um FMA estimulou a expressdo de genes da fosfatase
em uma bactéria solubilizadora de fosfato, e a atividade da fosfatase promoveu a mineralizagao
de fosforo organico em fosforo inorganico, estimulando os processos envolvidos na captagao
de fosforo pelo FMA. Todas as bactérias avaliadas no presente trabalho demonstraram a
capacidade de solubilizar fosfato in vitro (UFSC-B8, SC5 ¢ MSR2) (HERNANDEZ et al.,
2017; NASCIMENTO; GLICK; ROSSI, 2019; NASCIMENTO et al., 2020). Esse pode ser um
dos possiveis mecanismos de cooperagdo entre o FMA e as bactérias solubilizadoras de fosfato,

pelo qual a promogao do crescimento vegetal nas mudas de S. multijuga foi favorecido.
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Souchie et al. (2005) estudaram a coinoculagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato
(BSF) com FMA em espécies arboreas, dentre elas S. terebinthifolius, os autores nao
verificaram efeito positivo da coinoculagdo nas variaveis de crescimento avaliadas em mudas
de S. terebinthifolius. No presente trabalho a coinoculagdo apenas das bactérias promotoras do
crescimento vegetal (MIX) ndo apresentou efeitos positivos no crescimento das mudas, mas
diferentemente dos resultados observados por Souchie et al. (2005), a coinoculagao de bactérias
com capacidade de solubilizar fosfato + FMA proporcionou ganhos no didmetro e na MSR das
mudas de S. terebinthifolius, assim como a inoculacdo apenas de FMA.

Estudos demonstrando efeitos sinergéticos da coinoculagdo entre o FMA Rhizophagus
intraradices e bactérias promotoras do crescimento vegetal ja foram demonstrados em algumas
espécies de interesse comercial, como: em Poncirus trifoliata envolvendo a coinoculacdo com
Paenibacillus mucilaginosus (WANG et al., 2016), em mudas de morangos com Rhizophagus
intraradices + Pseudomonas sp. (BONA et al., 2014), em tomates hibridos com Bacillus
subtilis (ZULUETA-RODRIGUEZ et al., 2020). Nos trés estudos citados ndo apenas houve
efeito senergético dos microrganismos coinoculados em promover o crescimento vegetal, como
também a coinoculacdo foi muito superior nos parametros avaliados do que apenas a inoculagao
de um microrganismo.

Considerando a dificuldade em estabelecer comunidades vegetais nestas areas, €
especialmente com obtencdo de crescimento vegetal desejado para reestabelecimento de
processos naturais, estes resultados sdo muito promissores, com alto potencial para
aplicabilidade pratica e melhoria das condi¢des ambientais de areas em processo de recuperagao
ambiental. Levando em consideragdo os resultados também obtidos em outros estudos
realizados pelo Grupo de Microbiologia do Solo da Universidade Federal de Santa Catarina nas
areas de mineragdo de carvao em SC (MOURA et al., 2016; HERNANDEZ et al., 2017;
STOFFEL et al., 2016), sugere-se a inclusao nos critérios técnicos, da inoculacdo de MPCV na
producao de mudas arboreas em viveiro visando a revegetacao de areas degradadas pela

mineracao de carvao em SC.



129

6.5 CONCLUSOES

A inocula¢ao de microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV) foi
eficiente em promover o crescimento das mudas de C. myrianthum e de S. multijuga em
condi¢des nao estéreis de viveiro, sendo que, para C. myrianthum o tratamento que recebeu
apenas o inoculante a base de Rhizophagus intraradices (FMA) foi o mais eficiente e, em S.
multijuga o tratamento de coinoculacao com Rhizobium sp. + Pseudomonas sp. + Pantoea sp.
+ Inoculante a base de Rhizophagus intraradices (MIX+FMA). Em M. scabrella ¢ S.
terebinthifolius os tratamentos de inoculacdo de MPCV testados ndo promoveram, de forma
geral, ganhos significativos no crescimento das mudas.

A inoculagdo de MPCV também favoreceu a absorc¢do de nitrogénio e fosforo pelas
mudas de C. myrianthum (FMA), S. multijuga (MIX+FMA) e M. scabrella (FMA — NA,
MIX+FMA —AP). Para S. terebinthifolius nao houve influéncia dos tratamentos de inoculagao

de MPCYV avaliados na nutricdo das mudas.



130

REFERENCIAS

ABREU, Gustavo M. et al. Crescimento inicial e absorcao de fosforo e nitrogénio de
Enterolobium contortisiliquum inoculada com fungos micorrizicos arbusculares. Revista de
Ciéncias Agrarias, v. 41, n. 1, p. 156-164, 2018.

ASLANTAS, R.; CAKMAKCI, R.; SAHIN, F. Effect of plant growth promoting
rhizobacteria on young apple tree growth and fruit yield under orchard conditions. Scientia
Horticulturae, v. 111, n. 4, p. 371-377, 2007.

ARKHIPOVA, T. N. et al. Cytokinin producing bacteria enhance plant growth in drying
soil. Plant and Soil, v. 292, n. 1, p. 305-315, 2007.

BAGYARAIJ, D. J.; SHARMA, M. P.; MAITI, D. Phosphorus nutrition of crops through
arbuscular mycorrhizal fungi. Current Science, p. 1288-1293, 2015.

BARNAWAL, D. et al. ACC deaminase-containing Arthrobacter protophormiae induces
NaCl stress tolerance through reduced ACC oxidase activity and ethylene production resulting
in improved nodulation and mycorrhization in Pisum sativum. Journal of plant physiology,

v. 171, n. 11, p. 884-894, 2014.

BASHAN, Y. et al. Restoration of eroded soil in the Sonoran Desert with native leguminous
trees using plant growth-promoting microorganisms and limited amounts of compost and
water. Journal of environmental management, v. 102, p. 26-36, 2012.

BENTO, R. U. et al. Contribuicao de bioestimulantes contendo microrganismos rizosféricos
na absorcdo de fosforo pelo milho. Brazilian Journal of Maize and Sorghum, v. 15, n. 3, p.
572-581, 2016.

BONA, E. et al. AM fungi and PGP pseudomonads increase flowering, fruit production, and
vitamin content in strawberry grown at low nitrogen and phosphorus levels. Mycorrhiza, v.
25,n. 3, p. 181-193, 2014.

BRASIL. Critérios para a recuperacao ou reabilitacao de areas degradadas pela mineragdo de
carvao. Ag¢ao Civil Publica n® 93.8000533-4. 2008.

BRASIL. 12° Relatério de monitoramento dos indicadores ambientais. 2019. Disponivel em:<
http://acpcarvao.com.br/login/index.php> Acesso em: abril de 2021.

CITADINI-ZANETTE, V. et al. Mimosa scabrella Benth. (Fabaceae) enhances the
restoration in coal mining areas in the Atlantic rainforest. Cerne, v. 23, n. 1, p. 103-114,
2017.

CAMPOS, M. L. et al. Impactos no solo provocados pela mineracao e depdsito de rejeitos de
carvao mineral. Revista de Ciéncias Agroveterinarias, v. 9, n. 2, p. 198-205, 2010.

CARDOSO, E. J. B. N. et al. Micorrizas arbusculares na aquisi¢ao de nutrientes pelas
plantas. Micorrizas, v. 30, p. 153-214, 2010.


http://acpcarvao.com.br/login/index.php

131

CARNEIRO, M. A. C.; SIQUEIRA, J. O.; DAVIDE, A. C. Fésforo e inocula¢ao com fungos
micorrizicos arbusculares no estabelecimento de mudas de embatba (Cecropia pachystachya
Trec). Pesquisa Agropecuaria Tropical (Agricultural Research in the Tropics), p. 119-
125, 2004.

COSTA, S. M. L.; MELLONI, R. Rela¢ao de fungos micorrizicos arbusculares e rizobactérias
no crescimento de mudas de oliveira (Olea europaea). Ciéncia Florestal, v. 29, p. 169-180,
2019.

DALLA COSTA, M. et al. Eficiéncia simbidtica e teor de nutrientes em bracatinga inoculada
com fungos micorrizicos arbusculares. In: IV SIMPOSIO INTERNACIONAL CIENCIA,
SAUDE E TERRITORIO, 2017.

DOS SANTOS, D. C. et al. Biomassa e atividade microbiana em solo construido apds
mineracgao de carvao e submetido a diferentes coberturas vegetais. Current Agricultural
Science and Technology, v. 14, n. 3, 2008.

DUPONNOIS, R.; PLENCHETTE, C. A mycorrhiza helper bacterium enhances
ectomycorrhizal and endomycorrhizal symbiosis of australian acacia species. Mycorrhiza, v.
13, n. 2, p. 85-91, 2003.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia e agrotecnologia,
v.35,n. 6, p. 1039-1042, 2011.

FERREIRA, D. A. et al. Soil microbial diversity affects the plant-root colonization by
arbuscular mycorrhizal fungi. Microbial ecology, p. 1-4, 2020.

FESTER, T.; MAIER, W.; STRACK, D. Accumulation of secondary compounds in barley
and wheat roots in response to inoculation with an arbuscular mycorrhizal fungus and co-
inoculation with rhizosphere bacteria. Mycorrhiza, v. 8, n. 5, p. 241-246, 1999.

FRUGIER, F. et al. Cytokinin: secret agent of symbiosis. Trends in plant science, v. 13, n. 3,
p. 115-120, 2008.

GARBAYE, Jean. Tansley review no. 76 helper bacteria: a new dimension to the mycorrhizal
symbiosis. New phytologist, v. 128, n. 2, p. 197-210, 1994.

GAMALERO, E.; GLICK, B. R. Ethylene and abiotic stress tolerance in plants.
In: Environmental adaptations and stress tolerance of plants in the era of climate
change. Springer, New York, NY, 2012. p. 395-412.

GLICK, B. R. Plant growth-promoting bacteria: mechanisms and applications. Scientifica, v.
2012, 2012.

GONZALEZ R. D. A. Fungos micorrizicos arbusculares e biocarviio no crescimento de
mudas de bracatinga (Mimosa scabrella) e cedro (Cedrela fissilis) em solo de areas de
mineracio de carvao. 2016. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2016.



132

HENTZ, A. de M.; DA SILVA, E. M. R.; JUNIOR, O. J. S. Dependéncia micorrizica da
leguminosa Mimosa artemisiana Heringer & Paula. Revista Agroecossistemas, v. 4, n. 2, p.
67-78, 2012.

HERNANDEZ, A. G. et al. Selection and characterization of coal mine autochthonous
rhizobia for the inoculation of herbaceous legumes. Archives of microbiology, v. 199, n. 7, p.
991-1001, 2017.

HERNANDEZ, A. G. et al. Bradyrhizobium and Pseudomonas strains obtained from coal-
mining areas nodulate and promote the growth of Calopogonium muconoides plants used in

the reclamation of degraded areas. Journal of applied microbiology, v. 126, n. 2, p. 523-533,
2019.

KONG, Z.; GLICK, B. R. The role of plant growth-promoting bacteria in metal
phytoremediation. Advances in microbial physiology, v. 71, p. 97-132, 2017.

LIES, Adrien et al. Using mycorrhiza helper microorganisms (MHM) to improve the
mycorrhizal efficiency on plant growth. In: Role of rhizospheric microbes in soil. Springer,
Singapore, 2018. p. 277-298.

Manual de adubacio e calagem para os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.
10.ed. Porto Alegre: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, 2016. 394p.

MARSCHNER, H.; DELL, B. Nutrient uptake in mycorrhizal symbiosis. Plant and soil, v.
159, n. 1, p. 89-102, 1994.

MELO JUNIOR, J. A. G. de. A inoculagiio com microrganismos afeta positivamente a
arquitetura do sistema radicular e o acimulo de nutrientes em mudas de Euterpe
oleracea (Mart.). 2020. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Agronomia, Universidade
Federal Rural Amazodnia, Belém, 2020.

MENDES, M. M. C. et al. Crescimento e sobrevivéncia de mudas de sabia (Mimosa
caesalpiniaefolia Benth.) inoculadas com micro-organismos simbiontes em condic¢des de
campo. Ciéncia Florestal, v. 23, p. 309-320, 2013.

MERGULHAO, A. C. do E. S. et al. Caracterizacdo morfoldgica e molecular de fungos
micorrizicos arbusculares isolados de areas de mineragao de gesso, Araripina, PE,
Brasil. Hoehnea, v. 41, p. 393-400, 2014.

MOREIRA, F. M. S.; SIQUEIRA, J. O. Microbiologia e Bioquimica do Solo. 2nd edition.
Lavras: UFLA, 2006.

MOURA, G. G. D. de et al. Rhizobia isolated from coal mining areas in the nodulation and
growth of leguminous trees. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 40, 2016.

NAHAS, E.; FORNASIERI, D. J.; ASSIS, L. C. Resposta a inoculac¢ao de fungo solubilizador
de fosforo em milho. Scientia Agricola, v. 51, p. 463-469, 1994.



133

NASCIMENTO, F. X.; GLICK, B. R.; ROSSI, M. J. Isolation and characterization of novel
soil-and plant-associated bacteria with multiple phytohormone-degrading activities using a
targeted methodology. Access Microbiology, v. 1, n. 7, p. €000053, 2019.

NASCIMENTO, F. X. et al. The extreme plant-growth-promoting properties of Pantoea
phytobeneficialis MSR2 revealed by functional and genomic analysis. Environmental
microbiology, v. 22, n. 4, p. 1341-1355, 2020.

PARON, M. E.; SIQUEIRA, J. O.; CURI, N. Fungo micorrizico, fésforo e nitrogénio no
crescimento inicial da trema e do fedegoso. Revista brasileira de ciéncia do solo, v. 21, n. 4,
p. 567-574, 1997.

PASQUALINI, D. Inoculagao de fungos micorrizicos arbusculaes e bactérias
solubilizadoras de fosfato como alternativas para agricultura familiar e recomposi¢cao
floristica. 2013. Tese (Doutorado em Ciéncias do Solo), Universidade Estadual de Santa
Catarina, Lages, 2013.

PATREZE, C. M.; CORDEIRO, L. Nitrogen-fixing and vesicular—arbuscular mycorrhizal
symbioses in some tropical legume trees of tribe Mimoseae. Forest Ecology and
Management, v. 196, n. 2-3, p. 275-285, 2004.

POUYU-ROJAS, E.; SIQUEIRA, J. O. Micorriza arbuscular e fertilizacdo do solo no
desenvolvimento pos-transplante de mudas de sete espécies florestais. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 35, n. 1, p. 103-114, 2000.

ROCHA-NICOLEITE, E.; OVERBECK, G. E.; MULLER, S. C. Degradation by coal mining
should be priority in restoration planning. Perspectives in ecology and conservation, v. 15,
n. 3, p. 202-205, 2017.

ROCHA-NICOLEITE, E. et al. Forest restoration after severe degradation by coal mining:
lessons from the first years of monitoring. Brazilian Journal of Botany, v. 41, n. 3, p. 653-
664, 2018.

RODRIGUES, L. A.; BARROSO, D. G.; FIQUEIREDO, F. A. M. M. Fungos micorrizicos
arbusculares no crescimento e na nutri¢do mineral de mudas de Tectona grandis LF. Ciéncia
Florestal, v. 28, p. 25-34, 2018.

ROMANOV, G. A. How do cytokinins affect the cell? Russian Journal of Plant
Physiology, v. 56, n. 2, p. 268-290, 20009.

SCHIAVO, J. A.; MARTINS, M. A. Producao de mudas de acacia colonizadas com
micorrizas e rizobio em diferentes recipientes. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 38, n.
2,p. 173-178, 2003.

SILVA, E. P. da. Caracterizacido de bactérias endofiticas da bracatinga (Mimosa
scabrella Benth.) e potencial aplicacdo em areas de minerac¢ao de carvio em
recuperacao. 2020. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Recursos Genéticos Vegetais,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2020.



134

SINGH, R.; SONI, S. K.; KALRA, A. Synergy between Glomus fasciculatum and a beneficial
Pseudomonas in reducing root diseases and improving yield and forskolin content in Coleus
forskohlii Briq. under organic field conditions. Mycorrhiza, v. 23, n. 1, p. 35-44, 2013.

SMITH, S. E. et al. Roles of arbuscular mycorrhizas in plant phosphorus nutrition:
interactions between pathways of phosphorus uptake in arbuscular mycorrhizal roots have
important implications for understanding and manipulating plant phosphorus

acquisition. Plant physiology, v. 156, n. 3, p. 1050-1057, 2011.

SMITH, S. E.; ANDERSON, I. C.; SMITH, F. A. Mycorrhizal associations and phosphorus
acquisition: from cells to ecosystems. Annual Plant Reviews online, p. 409-439, 2018.

SOUCHIE, E. L. et al. Mudas de espécies arbdreas inoculadas com bactérias solubilizadoras
de fosfato e fungos micorrizicos arbusculares. Floresta, v. 35, n. 2, 2005.

SREEDHAR, S. S.; MOHAN, V. Effect of arbuscular mycorrhizal (AM) fungi and plant
growth promoting rhizobacteria (PGPR) as bio-fertilizers on growth enhancement of
economically important native tree species, Neolamarckia cadamba seedlings. Kavaka, v. 47,
p. 125-133, 2016.

STOFFEL, S. C. G. et al. Micorrizas arbusculares no crescimento de leguminosas arboreas
em substrato contendo rejeito de mineragao de carvao. Cerne, v. 22, n. 2, p. 181-188, 2016.

STUMPF, L. et al. Condigao fisica e desenvolvimento radicular de gramineas em solo
construido apds mineracao de carvao. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 51, n. 9, p.
1078-1087, 2016.

SVENNINGSEN, N. B. et al. Suppression of the activity of arbuscular mycorrhizal fungi by
the soil microbiota. The ISME journal, v. 12, n. 5, p. 1296-1307, 2018.

SYSTAT SOFTWARE INC. SigmaPlot (r)-Scientific Data Analysis and Graphing Software.
2008.

TEDESCO, M. J. et al. Analise de solo, plantas e outros materiais. 2 edi. Porto Alegre,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 1995. 174p. Boletim técnico, 5.

TODESCHINI, V. et al. Impact of beneficial microorganisms on strawberry growth, fruit
production, nutritional quality, and volatilome. Frontiers in plant science, v. 9, p. 1611,
2018.

TSAVKELOVA, E. A. et al. Microbial producers of plant growth stimulators and their
practical use: a review. Applied biochemistry and microbiology, v. 42, n. 2, p. 117-126,
2006.

VALDENEGRO, M.: BAREA, J. M.; AZCON, R. Influence of arbuscular-mycorrhizal fungi,
Rhizobium meliloti strains and PGPR inoculation on the growth of Medicago arborea used as
model legume for re-vegetation and biological reactivation in a semi-arid mediterranean

area. Plant Growth Regulation, v. 34, n. 2, p. 233-240, 2001.



135

VANDRESEN, J. et al. Inocula¢do de fungos micorrizicos arbusculares e adubacio na
formacao e pos-transplante de mudas de cinco espécies arboreas nativas do sul do
Brasil. Acta Botanica Brasilica, v. 21, n. 4, p. 753-765, 2007.

VETTAKKORUMAKANKAYV, N. N. et al. A crucial role for gibberellins in stress protection
of plants. Plant and cell physiology, v. 40, n. 5, p. 542-548, 1999.

XIE, Long et al. Species-specific synergistic effects of two plant growth—promoting
microbes on green roof plant biomass and photosynthetic efficiency. PloS one, v. 13, n. 12, p.
€0209432, 2018.

ZANGARO, Waldemar et al. Relationships among arbuscular mycorrhizas, root morphology
and seedling growth of tropical native woody species in southern Brazil. Journal of Tropical
Ecology, p. 529-540, 2005.

ZHANG, L.; FENG, G.; DECLERCK, S. Signal beyond nutrient, fructose, exuded by an
arbuscular mycorrhizal fungus triggers phytate mineralization by a phosphate solubilizing
bacterium. The ISME journal, v. 12, n. 10, p. 2339-2351, 2018.

ZULUETA-RODRIGUEZ et al. Efectos de la co-inoculaciéon de Bacillus subtilis y
Rhizoglomus intraradices en la produccion de jitomate (Solanum lycopersicon L.) en un
sistema semi-hidroponico. Revista Bio Ciencias, v. 7, p. 17, 2020.

YU, Xuan et al. Co-inoculation with phosphate-solubilzing and nitrogen-fixing bacteria on
solubilization of rock phosphate and their effect on growth promotion and nutrient uptake by
walnut. European Journal of Soil Biology, v. 50, p. 112-117, 2012.

WANG, P. et al. Effects of combined inoculation with Rhizophagus intraradices and
Paenibacillus mucilaginosus on plant growth, root morphology, and physiological status of
trifoliate orange (Poncirus trifoliata L. Raf.) seedlings under different levels of
phosphorus. Scientia horticulturae, v. 205, p. 97-105, 2016.

WANG, Z. et al. Effects of phosphate-solubilizing bacteria and N2-fixing bacteria on nutrient
uptake, plant growth, and bioactive compound accumulation in Cyclocarya paliurus (Batal.)
Iljinskaja. Forests, v. 10, n. 9, p. 772, 2019.



136

7. CAPITULO III

Revegetagao com espécies arboreas coinoculadas com microrganismos promotores do
crescimento vegetal e atributos microbioldgicos em solo construido sob Area de Preservacao
Permanente degradada pela mineracao de carvao

RESUMO

Um dos procedimentos adotados na recuperacao das areas degradadas pela mineragdo de carvao
em Santa Catarina ¢ a constru¢do do solo. Embora a constru¢ao do solo seja necessaria nessas
areas, as condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas do solo de areas de empréstimo utilizado para
a recomposicao topografica sdo muito distintas das condigdes originais. Dessa forma, a escolha
das espécies utilizadas na revegetacdo merece atencdo especial, a fim de garantir que a
vegetacdo consiga se estabelecer adequadamente e melhorar a qualidade do solo. Dentre as
espécies arboreas com potencial de uso na recuperagdo de areas degradadas estdo a tucaneira
(Citharexylum myrianthum Cham.) e o pau-cigarra (Senna multijuga (Rich.) Irwin & Barneby).
O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de crescimento e sobrevivéncia das mudas de
C. myrianthum e S. multijuga inoculadas com microrganismos promotores do crescimento
vegetal (MPCV), bem como os atributos microbioldgicos em area de mineragdo de carvao em
processo inicial de recuperagdo como indicadores da recuperagdo das areas impactadas pela
atividade. Para tanto, foram implantados ensaios independentes para cada espécie em
delineamento em blocos casualizados. Os tratamentos consistiram em: mudas inoculadas com
inoculante comercial a base de fungo micorrizico arbuscular (FMA) (Rhizophagus
intraradices), mudas coinoculadas com as bactérias (Pseudomonas thivervalensis (E1),
Pantoea phytobeneficialis (E2) e Rhizobium sp. (R)) — MIX, mudas coinoculadas com MIX +
FMA, e um tratamento controle com as mudas sem inoculacao (SI). As mudas utilizadas nesse
experimento foram inoculadas e produzidas previamente em condigdes de viveiro e,
posteriormente transplantadas para campo. Foram realizadas avaliagdes de crescimento das
mudas no inicio do experimento — zero e 300 dias apods o transplante (DAT) e taxa de
mortalidade apos 300 DAT. Adicionalmente foi realizada a avaliacdo dos atributos quimicos
do solo (Carbono Orgénico Total — COT, pH e fésforo) e dos atributos microbiologicos
(atividade das enzimas B-glucosidase, arilsulfatase, fosfatase acida e hidrdlise do diacetato de
fluoresceina -DAF-, carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, respiracao basal e quociente
metabolico) em trés tempos distintos: 0 DAT, 300 DAT e 420 DAT. Com o intuito de avaliar a
evolugdo dos atributos microbioldgicos do solo nas areas em processo de revegetacdo foram
realizadas amostragens em areas de preservacao permanente (APP) sem historico de impacto
da atividade de mineragdo (APP — Remanescente florestal) ¢ uma APP em estidgio de
recuperagao avancado (APP- ERA). Os tratamentos de inoculagdo FMA e MIX+FMA
diminuiram a taxa de mortalidade das mudas de S. multijuga. A coinoculagdo de MIX+FMA
influenciou positivamente e, em um curto espago de tempo, na biomassa microbiana do solo
com plantio das espécies arboreas avaliadas no presente estudo. A atividade enzimdtica da
arisulfatase, DAF, fosfatase e a biomassa microbiana do solo demonstraram potencial para
serem utilizadas nas avaliagdes de monitoramento de areas degradadas pela mineracdo de
carvao em processo de recuperacdao, uma vez que ndo atingiram os valores verificados nas areas
referéncias e apresentaram incrementos significativos ao longo do tempo de avaliacao.

Palavras-chave: Revegetacao. Coinoculagdo. Espécies Pioneiras. Atributos microbiologicos.
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7.1 INTRODUCAO

A extragdo de carvao mineral a céu aberto em Santa Catarina causou um impacto
ambiental de aproximadamente seis mil e quinhentos hectares de solos degradados (ROCHA-
NICOLEITE; OVERBECK; MULLER, 2017). Grande parte das 4reas afetadas so constituidas
por de areas de preservagdo permanente (APP), como ¢ o caso das areas de mata ciliar, onde a
revegetacao ¢ feita por meio do plantio de mudas de espécies arboreas, visando a formacao de
uma camada vegetal (BRASIL, 2019). O crescimento ¢ estabelecimento de espécies arboreas
influenciam positivamente a regeneragdo natural, sendo fundamentais nesse processo
(ROCHA-NICOLEITE et al., 2018).

A literatura tem demonstrado por meio de alguns estudos que a inoculagdo de MPCV
agregam beneficios no desenvolvimento das espécies vegetais e apresentam potencial de
aplicagdo em area degradadas por mineragdo (MOURA et al., 2016; STOFFEL et al., 2016;
HERNANDEZ et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2019; MAIA, 2019; SILVA et al., 2020).

Os MPCV podem atuar no crescimento das espécies vegetais por mecanismos diretos
ou indiretos seja na producdo de fitohormonios, na solubilizagdo de fosfatos, na
disponibilizagdo e captacdo de nutrientes essenciais e/ou baixa mobilidade no solo, maior
resisténcia a condi¢des de estresse ambiental, prote¢dao contra fitopatdogenos, entre tantos outros
beneficios (BASHAN; HERNANDEZ; BASHAN, 2012; ABHILASH et al., 2016;
BAKHSHANDEH et al., 2020; LI et al., 2019). A aplicacdo conjunta, ou seja, a coinoculagao
de dois ou mais MPCV, podem potencializar o desenvolvimento das espécies vegetais atuando
de forma sinergética (THOMLOUDI et al., 2019).

As vantagens da aplicacdo de MPCV podem levar a redugao do uso de fertilizantes
quimicos (ADESEMOYE; TORBERT; KLOEPPER, 2009; ALOO; MAKUMBA; MBEGA,
2019), aumentando o crescimento e desenvolvimento das mudas, a fim de antecipar o
transplante das mudas para o campo e aumentar as chances de sobrevivéncia no viveiro € no
transplantio (MIRANDA; MIRANDA, 2001; BAGYARAJ, 2014). Devido ao fato, sdo uma
importante ferramenta a ser explorada para acelerar e melhorar a recuperagdo de éreas
degradadas pela mineragdo de carvdo em SC. Entretanto, poucos sdo os estudos com
coinoculacdo de MPCV em espécies arboreas, e destes, em sua maioria sdo de interesse fruticola
(SANTOS et al., 2018; COSTA; MELLONI, 2019; ZOUGARI-ELWEDI et al., 2019) ou
madeireiro (PROBANZA et al., 2001; LIMA, 2018; ALEXANDRE et al., 2021).
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As espécies arboreas Citharexylum myrianthum e Senna multijuga apresentam grande
potencial de aplicagdo em areas degradadas (LORENZI et al., 2016; ZANON et al., 2021). As
duas espécies citadas sdo pioneiras na sucessao ecologica, ou seja, sdo as primeiras a ocuparem
um ambiente que sofreu alguma perturbagdo, e por isso essas espécies possuem boa
adaptabilidade em solos com baixa fertilidade e alta luminosidade (LORENZI, 2016). C.
myrianthum e S. multijuga também possuem outros atributos importantes do ponto de vista
ecologico, como a producao de frutos por C. myrianthum, muito apreciados pela avifauna, e
grande producao de flores por S. multijuga, atraindo varias espécies de insetos polinizadores e,
consequentemente passaros. C. myrianthum ¢ S. multijuga também podem se associar com
MPCV. Entretanto, até o presente momento, a pratica de inoculagdo de microrganismos
promotores do crescimento vegetal (MPCV) ndo tem sido adotada na producdo das mudas
arboreas usadas na revegetagdo das areas degradadas pela mineragdo de carvao em SC.

A microbiota do solo exerce papéis importantissimos no solo, dentre eles, nos ciclos
biogeoquimicos, por meio da decomposi¢ao e mineralizagdo de materiais organicos, mantendo
assim os processos ecoldgicos no ecossistema (BARDGETT; van der PUTTEN, 2014;
DELGADO-BAQUERIZO et al, 2018). Pela importancia desempenhada pelos
microrganismos no solo, os atributos microbiologicos sdo indicadores sensiveis para a
determinagdo da qualidade do solo. Varios estudos tém demonstrado que os atributos
microbioldgicos do solo sdo bons bioindicadores da qualidade do solo em 4&reas agricolas
(SILVA et al., 2012; RAIESI; SALEK-GILANI, 2018), em plantios de espécies florestais
madeireiras (PRIMIERI; MUNIZ; LISBOA, 2017; CANEI et al., 2018), em areas contaminadas
por metais pesados (SANTOS et al., 2016), em areas degradadas por mineragdo de ferro
(SILVA et al., 2018), mineracdo de cassiterita (YADA et al., 2015), mineracdo de carvao
(SILVA et al., 2019), entre tantos outros estudos em areas com diferentes usos. Entretanto, nas
areas de mineracao de carvao em SC ainda sdo considerados apenas os atributos quimicos e
fisicos no monitoramento da recuperacao dessas areas. Por isso, se fazem necessarios maiores
estudos a fim de dar suporte para a inclusdo desses atributos microbioldgicos na andlise de
recuperacdo dessas areas.

O grupo de pesquisa do Laboratorio de Microrganismos e Processos Biotecnologicos
(LAMPB) da Universidade Federal de Santa Catarina vem realizando estudos ao longo de
aproximadamente uma década nas areas de mineracgdo de carvao em Santa Catarina. Os estudos
envolvem etapas de isolamento, caracterizacdo, ensaios de promoc¢ao de crescimento vegetal in

vitro, ensaios em condi¢des controlados com microrganismos provenientes de areas de
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mineragdo de carvao principalmente, ou de outros locais, com o intuito de selecionar
microrganismos com potencial de aplicagdo na recuperacao de areas degradadas pela mineragao
de carvao. Dessa forma, este trabalho procurou responder as seguintes questdes: a inoculagao
favorece o crescimento e a sobrevivéncia das mudas de C. myrianthum e S. multijuga ap6s o
transplantio para area de mineragao de carvao em processo inicial de recuperagdo? A inoculacao

de MPCYV influencia os atributos microbiologicos do solo ao longo do tempo?
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7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Area de estudo

Com o intuito de avaliar os efeitos da coinoculagdo de microrganismos promotores do
crescimento em espécies arboreas nativas em uma area de mineragdo em processo inicial de
recuperagdo, foram instalados experimentos a campo independentes para cada uma das
espécies: C. myrianthum e S. multijuga. Os ensaios foram conduzidos no municipio de Treviso
— Area III/Rio Pio em area de preservagdo permanente (APP), sendo uma area de mata ciliar.
Os experimentos foram implantados no inicio do més de agosto em 2019. Os ensaios foram
realizados em perceria com a Companhia de Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM) e da
empresa Colombo Retroterra Ltda (responsaveis pela execu¢do do PRAD — Plano de
Recuperagio de Areas Degradadas), cujas atividades experimentais foram autorizadas pelo
Ministério Publico Federal, conforme Ata de Reunido realizada em 26 de junho de 2018 (Anexo
A).

A Area III - Rio Pio esté localizada no municipio de Treviso, sendo abrangida pela Bacia
Hidrografica de Ararangud, mais precisamente na sub-bacia do Rio Mae Luzia e Rio Pio. O
clima no municipio em Treviso, segundo Kdppen, € classificado como Mesotérmico do tipo
temperado. O municipio apresenta uma temperatura média anual de 19,3 °C, e uma precipita¢ao
média anual de 1.660 mm. A Area III — Rio Pio possui 117,79 ha de passivos ambientais que
foram gerados pela mineragdo de carvao a céu aberto. As areas de APP localizadas dentro da
Area IIT —Rio Pio passaram por reconstrugio do solo em agosto de 2018 seguindo os critérios
técnicos para recuperacdo ou reabilitacdo de areas degradadas pela mineragdo de carvao

(BRASIL, 2008) (Figura 20).
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Figura 20. Esquema representativo de como é realizada a construgio do solo em Areas de
Preservagdo Permanente (APPs) nos locais onde houve degradagdo do solo ocasionada pela
mineragdo de carvao em Santa Catarina segundo os critérios técnicos estabelecidos pelo
Grupo Técnico de Assessoramento (GTA).

NPK + cama de + calcario + turfa

Saolo arglinso

111 cm

Fonte: Adaptado de Brasil (2008).

Na tabela 7 é possivel observar os insumos que foram aplicados no solo construido.

Ap0s a construgdo do solo, como previsto no PRAD foi realizada a semeadura de um consorcio

de espécies herbaceas hibernais: Avena sativa (27,78 kg/ha), Lolium multiflorum (12,82 kg/ha),

Paspalum saurae (5,00 kg/ha), Raphanus sativus (10,00 kg/ha), Stylosanthes guianensis (1,54

kg/ha) e Trifolium repens (2 kg/ha), e consorcio de espécies estivais: Andropogon gayanus (2,5

kg/ha), Neonotonia wightii (5,00 kg/ha) e Paspalum atratum (4,63 kg/ha), com o intuito de

promover a cobertura do solo e minimizar processos erosivos para posterior plantio das mudas

de espécies arboreas.

Tabela 7. Quantitativos de insumos aplicados a Area III (Rio Pio) por hectare.

Insumo Unidade Quantidade (ha)
Calcario (PRNT 100%) t/ha 29,00

Cama de aviario m’/ha 51,74
N-P-K (3-27-16,5) t/ha 0,666

Ureia cobertura/44,5% t/ha 0,400

Turfa t/ha 150,00

Fonte: PRAD Area III — Rio Pio (2011).
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As espécies herbaceas que se mantiveram presentes com maior predominancia na area

durante os tempos de avaliagdes realizados estdo representadas na figura abaixo (Figura 21).

Figura 21. Espécies herbaceas mais observadas na area experimental durante o periodo de

ey
Paspalum saurae Fluegge
Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho (2021).
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7.2.2 Delineamento experimental

Os experimentos implantados & campo consistiram em um delineamento em blocos
casualizados com quatro tratamentos para cada uma das espécies. Os tratamentos foram: MIX
(as trés bactérias promotoras do crescimento vegetal — UFSC-B8 (Rhizobium sp.), MSR2
(Pantoea sp.) e SC5 (Pseudomonas sp.)); FMA (inoculante comercial a base de fungo
micorrizico arbuscular Rizhophagus intraradices — Rootella BR), MIX+FMA (Rhizobium sp.
+ Pantoea sp. + Pseudomonas sp. + Rizhophagus intraradices); e tratamento controle sem
inoculacdo (SI). Foram utilizadas 15 plantas por parcela, sendo quatro blocos, totalizando 60
plantas por tratamento. Ao total, foram utilizadas 240 unidades amostrais para cada espécie, (2

espécies = 480 mudas ao total) (Figura 22).
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Figura 22. Croqui do delineamento em blocos casualizados do experimento a campo com
introducao de mudas de C. myrianthum e S. multijuga inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal em uma APP — Area III/Rio Pio, Treviso-SC.
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Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho (2021).
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As mudas foram levadas para o campo apos 180 dias de crescimento em viveiro onde
receberam a inoculagdo, como descrito anteriormente no Capitulo II. Antes de serem
transferidas para o campo, todas as mudas foram identificadas com placa de aluminio, e
posteriormente avaliadas em relagdo a altura e ao diametro do colo.

O preparo das covas para plantio das mudas foi realizado com o uso de um perfurador
de solo Branco BPS-52 2.0 HP com broca de 15 cm de didmetro. As covas ficaram com uma
profundidade de 40 cm por 17 cm de diametro. O espacamento entre as mudas foi de 2 m x 2
m. Na Figura 23 ¢ possivel ver uma imagem da area onde foram montados os ensaios com a

representacdo grafica da distribuigcdo dos blocos na érea.
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Figura 23. Area de mineragio de carvdo em processo inicial de recuperagio — Area III/Rio
Pio, Treviso-SC. a) A linha vermelha representa a delimitagdo da area de APP onde o
experimento com mudas de espécies arboreas pioneiras inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal foi instalado. B) Representacao grafica do delineamento
em blocos casualizados dos ensaios com mudas de C. myrianthum e S. multijuga.

Coordenadas: 28°31°54.1” S € 49°27°45.8” W.

-

By R A

Fonte: Adaptada de Google Earth (2019).

7.2.3 Avaliacées das mudas no campo

As mudas foram avaliadas em relag@o aos seguintes parametros de crescimento: altura
e diametro do coleto em dois tempos distintos — zero dias apos o plantio (DAP) no momento
que foram transplantadas para o campo e 300 DAP. As avaliagdes foram realizadas nas mudas

centrais a cada parcela, como ¢ possivel observar na Figura 24.
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Figura 24. Representacdo esquematica da distribuicdo das mudas (pontos brancos) nas
respectivas parcelas do experimento a campo. As avali¢des foram realizadas nas mudas
centrais de cada parcela (retangulo vermelho).

2m

Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho (2019).

A taxa de mortalidade das mudas no campo foi realizada de acordo com Brancalion et
al. (2015), por meio da propor¢do de plantas mortas presentes nas parcelas aos 300 DAP. A
taxa de mortalidade foi calculada considerando as mudas totais (nimero total de mudas mortas
de cada tratamento aos 300 DAP*100/numero total de mudas de cada tratamento no tempo 0
DAT) e outro calculo considerando apenas as mudas centrais de cada parcela (nimero de mudas
mortas nas parcelas centrais de cada tratamento *100/niimero de total de mudas centrais de cada

tratamento no tempo 0 DAT) como representado na figura 24.

7.2.4 Coleta de solo

Anteriormente a realizagao das coletas de solo nas areas experimentais foram realizadas
rogadas da vegetagdo herbacea e coroamento ao redor das mudas, sempre um més antes de cada
coleta. As rocadas e os coroamentos das mudas foram necessarios para conter o crescimento da
vegetacdo herbacea, a fim de evitar o sufocamento das mudas durante o periodo inicial de

transplante e adaptagdo as condi¢des de campo.
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Foram realizadas coletas de solo na area experimental em trés tempos distintos: antes
da implantacao do experimento — zero dias apds o plantio das mudas (DAP) (agosto/2019), 300
DAP (maio/2020) e 420 DAP (outubro/2020). As amostras de solo foram coletadas com o
auxilio de um trado na camada de 0-20 cm de profundidade. O trado foi flambado com o uso
de chama e alcool entre a coleta de cada parcela. Foi coletada uma amostra composta por seis
subamostras em cada parcela, com espago minimo de 0,5 metros entre cada subamostra (Figura
25). As amostras foram coletadas e homogeneizadas e, posteriormente separadas para as
analises quimicas e microbiologicas. As amostras de solo destinadas para as analises quimicas
foram mantidas em temperatura ambiente e aquelas destinadas as analises dos atributos
microbioldgicos (atividades enzimadticas, respiracdo basal microbiana e nitrogénio e carbono da
biomassa microbiana) foram acondicionadas em sacos plasticos e transportadas sob
refrigeracdo até o Laboratorio de Microrganismos e Processos Biotecnologicos da Universidade
Federal de Santa Catarina, onde foram armazenadas a 4 °C até a realizagdo das analises. As
amostras de solo destinadas as analises quimicas foram posteriormente secas a temperatura

ambiente e, apds passadas em peneira de 2 mm.

Figura 25. Representacdo esquematica de como foi realizada a coleta das subamostras (pontos
marrons) de solo para as andlises em cada parcela.
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Fonte: Elaborada pela autora deste trabalho (2021).
Na figura 26¢ possivel verificar a precipitacdo total e temperatura durante o periodo de

um més que antecedeu a coleta do solo para andlises em cada um dos trés tempos (0, 300 e 420

DAT).
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Figura 26. Dados meteoroldgicos de precipitagdo total e temperatura média no municipio de
Treviso — SC durante o periodo de um més antecedente a cada coleta de solo no campo.

40
30 -
20
10 4
0 | L0 ol ol ol ol g g
T | R EEF TEESN i MR Hoi Fop EE ru SR IEAD FEER IR Eop erm TRy BRI SRR EENL. BT S BRTT S
1 234567 89I101112131415161718192021222324252627282930

Dia

B Precipitacio total (mm) 0 DAT

e Precipitagdo total (mm) 300 DAT
Precipitagdo total (mm) 420 DAT
Temperatura média ("C) 0 DAT
Temperatura média ("C) 300 DAT
Temperatura média ('C) 420 DAT

Fonte: Adaptado de Agritempo (2021).

Adicionalmente, foram selecionadas duas areas de preservacao permanente (APP)
como areas referéncias, uma APP sem historico de mineragdo ¢ com cobertura florestal
estabelecida (APP - Remanescente florestal) e outra APP degradada pela mineracdo de carvao
em estdgio de recuperacdo avangado (APP- ERA). A coleta de solo nessas areas se deu no
tempo 0 DAT na camada de 0-20 cm com o uso de trado, e assim, como para as demais amostras
coletadas, foram separadas amostras para as analises quimicas e para a avaliacdo dos atributos

microbioldgicos seguindo porcedimentos de armazenamento descritos anteriormente.
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7.2.5 Caracteriza¢do quimica do solo

O solo foi submetido a determinagdo do pH H>O e teor de carbono orgéanico total
(TEIXEIRA et al., 2017) e teor de fosforo disponivel (extraido por Mehlich -1) (Tedesco et al.,
1995).

7.2.6 Atributos microbioldogicos do solo

As amostras de solo coletadas foram submetidas as avaliagdes dos atributos
microbioldgicos: carbono da biomassa microbiana (CBM), nitrogénio da biomassa microbiana
(NBM), atividade enzimatica da arilsulfatase, B-glicosidase, fosfatase acida e hidrolise do
diacetato de fluoresceina (DAF), além da respiragao basal (RB) e o quociente metabolico

(¢CO2), como descritos a seguir.

7.2.6.1 Biomassa microbiana

A determinacao do C e N da biomassa microbiana foi realizada de acordo com o método
de fumigacao-extracao (VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987). O método de fumigagao-
extracdo se baseia na lise celular causada pelo cloroférmio (agente fumegante), liberando assim
os constituintes celulares. Para a realizacdo do procedimento foram utilizados 20 g de solo. O
solo foi previamente incubado por um periodo de seis dias a temperatura ambiente e protegido
da luz. A fumigacao foi realizada sob vacuo com uso de dessecador. Amostras nao fumigadas
foram submetidas ao mesmo procedimento, exceto a exposicao ao cloroféormio. A fumigagao
se deu pela adicdo de cloroformio livre de etanol, mantendo as amostras no dessecador e
protegidas da luz por um periodo de 24 h. Posteriormente, foi realizada a extragdo de CBM e
NBM com solugio de sulfato de potassio 0,5 mol L', com relagdo solo e extrator 1:2,5. As
amostras foram agitadas por um periodo de 30 min e apos procedeu-se a filtragem.

A digestdo das amostras para a determinagdo do CBM foi realizada segundo Alef e
Nannipieri (1995) e a determina¢do do NBM foi realizada segundo metodologia proposta por
Silva, Azevedo, De-Poli (2007). Foi adotado o fator de conversao de 0,40 e 0,54 para a
determinagdo do CBM e NBM, respectivamente (KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA,

2010). Os resultados foram expressos em pg g solo seco ™.
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7.2.6.2 Atividade enzimatica

A atividade das enzimas arilsulfatase, p-glicosidase e fosfatase acida, foram
determinadas por espectrofotometria a 410 nm por meio da quantificagdo do p-nitrofenol
liberado apds a hidrélise do substrato correspondente. Os resultados foram expressos em pg
PNF g solo seco! h'l.

A atividade da arilsulfatase foi determinada segundo a metodologia proposta por
Tabatabai ¢ Bremmer (1972) onde em 1 g de solo sera adicionado 0,25 mL de tolueno, 4 mL
de tampdo acetato (0,5 mol L") pH 5,8 e 1 mL de p-nitrofenil sulfato (0,05 mol L) e incubado
a 37 °C por uma hora. A reagdo também foi interrompida pela adi¢do de 1 mL de CaCl» (0,5
mol L) e 4 mL de NaOH (0,5 mol L), e posteriormente filtrada. Apos, precedeu-se a leitura
em espectrofotometro.

Para determinar a atividade das enzimas B-glicosidase foi utilizado 1 g de solo. O solo
foi incubado em banho maria a 37 °C por uma hora contendo 0,25 mL de tolueno, 4 mL do
tampdo universal modificada (MUB pH 6) e 1 mL de p-nitrofinil B-D glicopiranosideo (0,05
mol L), Apds esta reacdo, foi adicionado 1 mL de CaClz (0,5 mol L!) e 4 mL do tampao
THAM (pH 12). Em seguida as amostras foram filtradas, e precedeu-se a leitura em
espectrofotometro (TABATABAL 1982; EIVAZI, TABATABALI, 1988).

Para a mensuracao da atividade da fosfatase 4cida também foi utilizado 1 g de solo, onde
foram adicionadas as seguintes solugdes: 0,25 mL de tolueno, 4 mL de tampao universal
modificado (MUB pH 6,5) e 1 mL de p-nitrofenil fosfato (0,05 mol L") incubado a 37 °C por
uma hora. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 1 mL de CaCl, (0,5 mol L) e 4 mL de
NaOH (0,5 mol L), e posteriormente filtrada. Em seguida, a leitura foi feita em
espectrofotometro (TABATABAI e BREMNER, 1969; EIVAZI e TABATABAI, 1977).

A hidrélise do diacetato de fluoresceina (DAF) também foi determinada utilizando-se
1l g de solo. Foi adicionada ao solo 20 mL de solugdo tampao fosfato de sddio
(Na3PO4 60 mmol L! pH 7,6) e 100 pL de solucdo de diacetato de fluoresceina. As amostras
foram mantidas por 2 horas a 25 °C sob agitacdo. A reacdo foi interrompida pela adi¢ao de 20
mL de acetona. Apds, foi feita a centrifugagdo a 5000 rpm durante cinco minutos. O
sobrenadante foi filtrado e foi realizada a leitura a 490 nm em espectrofotometro (DICK,
BREAKWELL; TURCO, 1996). Os resultados foram expressos em pg Fluoresceina (F) g solo

seco! h'l. Todas as anélises enzimaticas foram realizadas com seus respectivos controles e
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consistiram na adi¢do dos respectivos substratos de hidrolise somente apds a etapa de

interrupcao da reacgao.

7.2.6.3 Respiragdo basal e qCO>

A respiracao basal microbiana foi determinada por meio do método de captura de CO-
produzido pelos microrganismos presentes nas amostras de solo durante o periodo de incubagao
utilizando NaOH (ALEF; NANNIPIERI, 1995). Para quantificar a respira¢do basal microbiana,
foram feitas triplicatas de 50 g de cada amostra de solo. As amostras foram transferidas para
frascos de 300 mL e mantidas em temperatura ambiente por seis dias. Apds esse periodo, dentro
de cada frasco foi adicionado um becker contendo 20 mL de NaOH 0,2 mol L™, o frasco foi
fechado e vedado em plastico filme para evitar qualquer saida de CO,. Os frascos foram
mantidos em local protegido de luz e em temperatura ambiente por seis dias. Posteriormente,
foi adicionado ao becker contendo NaOH, 2 mL de BaCl, 10% e duas gotas de fenolftaleina
1%, e em seguida procedeu-se a titulagio com HC1 0,2 mol L *!. Os resultados foram expressos
em pug C-CO; g solo seco! h'l.

O quociente metabolico (¢CO2) foi obtido a partir da razdo entre a respiracao basal por
unidade de carbono da biomassa microbiana do solo (ANDERSON; DOMSCH, 1993), sendo
o resultado expresso em mg C — CO, g CBM' h L,

7.2.7 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos nas avaliagdes de crescimento vegetal e atributos
microbioldgicos foram submetidos as provas de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade pelo teste de Bartlett. Para cumprir os pressupostos da andlise de variancia
(ANOVA), os dados de nitrogénio da biomassa microbiana do solo do local com mudas de S.
multijuga e carbono da biomassa microbiana do solo, atividade enzimatica da fosfatase acida,
B-glicosidase, arilsulfatase, DAF, pH em H>O, carbono organico total (COT), fésforo (P) e
altura e diametro das mudas de ambas as espécies foram submetidos a transformacao de log
(x+1) e os dados de respiracao basal e quociente metabdlico foram submetidos a transformacgao
de Vx. Posteriormente, os dados foram submetidos a anélise de varidncia (ANOVA) com
parcela subdividida no tempo, diferentes tempos de coletas correspondentes a parcela e os

tratamentos de inoculacao correspondentes as subparcelas. Quando os resultados da ANOVA
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foram significativos, as médias foram submetidas ao teste de separacdo de médias SNK com
significancia de 5%. Para a realizag@o dos testes de normalidade e homogeneidade foi utilizada
a extensao do Excel Action Stat, para a ANOVA e teste se separacdo de médias SNK foi
utilizado o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011) e os graficos elaborados no software

Sigma Plot (SYSTAT SOFTWARE, 2008).
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7.3.1 Avaliacao do crescimento das mudas em area de mineracio em processo de

recuperacio

Na tabela 8 ¢ possivel observar o resumo da Anélise de variancia (ANOVA) dos

resultados para a avaliacdo da altura e do didmetro das mudas de C. myrianthum e S. multijuga

inoculadas com MPCV na revegetagdo de uma éarea degradada pela mineragdo de carvdao na

implantacdo do experimento (0 e 300 dias apds o transplante (DAT).

Tabela 8. Resumo ANOVA para a altura e didmetro das mudas de C. myrianthum e S.
multijuga inoculadas com MPCV em area de mineragao de carvdo em processo inicial de

recuperacao.

Variaveis G.L. Valor F P<
Altura
Bloco 3 0,841 ns
Tempo (Tp) 1 84,228 0,01
Tratamento (Tt) 3 34,750 0,01
Tp x Tt 3 6,320 0,01
CV.=4,19%

C. myrianthum
Diametro
Bloco 3 3,935 ns
Tempo (Tp) 1 382,557 0,001
Tratamento (Tt) 3 6,962 ns
Tpx Tt 3 0,113 ns
C.V.=590%
Altura
Bloco 3 0,716 ns
Tempo (Tp) 1 181,346 0,001
Tratamento (Tt) 3 10,244 ns
Tp x Tt 3 9,122 0,001
C.V.=5,39%

S. multijuga
Didmetro
Bloco 3 2,567 ns
Tempo (Tp) 1 202,904 0,001
Tratamento (Tt) 3 1,481 ns
Tpx Tt 3 0,530 ns
C.V.=10,53%

Fonte: Elaborada pela autora desse trabalho (2021).
Notas: ns = valor de p> 0,05 ndo significativo
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Na altura das mudas de C. myrianthum € possivel verificar diferencas significativas
em funcdo do tempo de avaliagdo, entre os tratamentos de inoculagao e interacdo entre as fontes
de variagao (tempo e inoculagdo) (Figura 27). Aos 300 DAT apenas as mudas inoculadas com
MIX e as mudas do tratamento sem inoculagdo (SI) apresentaram aumento significativo em
relacdo a altura, com incrementos médios de 54 e 163%, respectivamente. Durante o periodo
de implantag¢do, as mudas que ndo receberam inoculagdo (SI) foram as que apresentaram a
menor média de altura dentre os tratamentos avaliados, no entanto, apés 300 DAT nao foram

verificadas diferencgas entre os tratamentos com ou sem inoculagao.

Figura 27. Altura das mudas de C. myrianthum e S. multijuga inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal em area de mineracao de carvao em
processo inicial de recuperacao (n = 4). MIX= UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5
(Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices);
MIX+FMA= RootellaBR + UFSC-B8 + SC5 + MSR2; SI= sem inocula¢do. TO= 0 dias apds
transplante (DAT) (agosto/2019); e T1= 300 DAT (maio/2020). Barras de erro indicam o erro
padrao da média. * Efeito significativo da inoculagdo pelo teste SNK 5% de probabilidade
entre os diferentes tempos de avaliacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste SNK a 5%.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Nas mudas de S. multijuga também foi verificada diferenca significativa em funcao do

tempo de avaliacdo e interacdo entre as fontes de variagdo na varidvel altura (Figura 27).
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Diferentemente do que foi observado nas mudas de C. myrianthum, aos 300 DAT nas mudas
de S. multijuga, todos os tratamentos avaliados apresentaram aumento significativo em relagao
a altura, com incrementos de 131, 140, 226 e 524% nos tratamentos inoculados com FMA,
MIX+FMA, MIX e SI, respectivamente. Também foi observada diferencas significativas na
altura das mudas entre os tratamentos durante o momento da implantagdo do experimento,
sendo que apos 300 DAT nao houve diferenca na altura em relagdo aos tratamentos de
inoculagdo ou sem inoculagao.

Em relagdo ao didmetro, tanto nas mudas de C. myrianthum como nas mudas de S.
multijuga foram verificadas diferencas significativas apenas em relagdo ao tempo de avaliagao.
Observou-se aumento no didmetro das mudas das espécies avaliadas apds 300 DAT, com
incrementos de 106 e 206% para C. myrianthum e S. multijuga, respectivamente.

A taxa de mortalidade das mudas no campo foi muito baixa em C. myrianthum, sendo
que nas parcelas centrais nao houve nenhuma perda e, no ensaio todo, s6 houve perda de 3,3%
das mudas no tratamento MIX + FMA (Tabela 9). Ja em S. multijuga, a taxa de mortalidade das
mudas foi alta no tratamento sem inoculacdo (SI), com 48,3% de mortalidade nos 300 DAT.
Houve perdas para S. multijuga também nos tratamentos MIX (15,0%), FMA (3,3%) e em
MIX+FMA (1,6%). Levando em consideracdo s6 as mudas centrais de cada parcela, em S.
multijuga, s6 houve mortalidade aos 300 DAT no tratamento MIX (33,3%) e no controle SI
(16,6%). Os resultados demonstram que houve resposta da inoculacdo dos tratamentos FMA e
MIX+FMA na sobrevivéncia das mudas de S. multijuga durante o periodo de avaliagdo de 300
DAT.

Tabela 9. Dados de mortalidade das mudas de C. myrianthum ¢ S. multijuga apés 300 DAT da
implantacdo do experimento a campo em Treviso - Area III/Rio Pio.

Mortalidade geral Mortalidade mudas centrais
Espécie Numero de % de Numero de % de
Tratamentos mudas mortas mortalidade mudas mortas mortalidade
MIX 0 0 0 0
C. myrianthum FMA 0 0 0 0
MIX + FMA 2 3,3 0 0
SI 0 0 0 0
MIX 9 15,0 4 33,3
FMA 2 3,3 0 0
S. multijuga MIX+FMA 1 1,6 0 0
ST 29 48,3 2 16,6

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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7.3.2 Caracteriza¢io quimica do solo

Na tabela 10 ¢ possivel verificar os resultados obtidos em relagdo a caracterizagao
quimica do solo para areas com plantio de C. myrianthum inoculadas com MPCV em diferentes
tempos de avaliacdo (0, 300 e 420 DAT). Nao foram verificadas diferencas significativas em
funcdo do tempo de avaliagdo, entre os tratamentos de inoculacdo ou interacdo entre as fontes
de variacdo (tempo e inoculacdo). As analises indicam solos com pH acido, baixos teores de
matéria organica (<2,5%) e fosforo no intervalo entre 12,41 ¢ 27,58 mg kg™! (CQFS-RS/SC,
2016). Os valores das areas de referéncia também indicam pH &cido e valores similares para P,
mas por sua vez, a area APP-Remanescente florestal possui o dobro do valor para o carbono
organico total (COT) dos que os valores observados na area experimental do ensaio com C.

myrianthum independente do tempo de avaliacdo.

Tabela 10. Caracterizagdo quimica do solo de uma area de mineragdo de carvao em processo
inicial de recuperagdo com mudas de C. myrianthum inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagao.

Tratamentos pH CcoT P
H,O (g.kg-) (mg kg!) e
CV% = 6,50 CV% =18,84 CV% =12,63
0 DAT 300 420 Média 0 DAT 300 420 Média 0 DAT 300 420 Média
DAT DAT DAT DAT DAT DAT
MIX 5,05 4,93 5,19 5,06ns 10,73 6,05 7,64 8,14ns 27,58 21,57 16,09 23,74ns
FMA 5,24 4,88 5,15 5,00ns 7,98 6,41 6,16 6,85ns 23,27 23,12 22,08 20,82ns
MIX+FMA 5,10 5,10 5,59 5,26ns 8,65 6,20 5,69 6,85ns 24,38 19,50 21,32 21,73ns
SI 5,18 4,99 5,00 5,06ns 6,17 6,58 3,06 5,27ns 23,70 23,59 12,41 19,90ns
Média 5,07ns 4,97ns 5,23ns 8,38ns 6,31ns 5,64ns 24,73ns  21,94ns 17,97ns
APP — Rem 4,09 22,40 20,79
APP - ERA 5,89 11,65 23,39

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Notas: ns = Médias nao diferem significativamente pelo teste SNK 5%; APP — Rem = APP-Remanescente
florestal de mata nativa; APP — ERA = Area de preservagdo permanente em estagio de recuperagio avangado;
MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA = Inoculante Rotella
BR (R. intraradices); MIX+FMA = UFSC-B8 + SC5 + MSR2 + Rotella BR; SI = sem inoculagdo; COT =
carbono organico total; P = fosforo; DAT = dias apds o transplantio;

Natabela 11 ¢é possivel verificar os principais resultados para a caracteriza¢ao quimica
do solo onde foi implantado o experimento com mudas de S. multijuga inoculadas com MPCV.
No solo da area revegetada com mudas de S. multijuga houve diferencas estatisticas
significativas na caracteriza¢do quimica do solo para o pH e COT em relagdo ao tempo de
avaliagdo e entre os tratamentos de inoculacdo e, para o P em relacdo ao tempo de avaliagdo,
ndo houve interacdo entre as fontes de variagdo (tempo e inoculagdo) para nenhum dos

parametros avaliados (Tabela 11).
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Tabela 11. Caracterizagdo quimica do solo de uma area de mineragao de carvao em processo
inicial de recuperagao com mudas de S. multijuga inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagao.

Tratamentos pH CcoT P
H,O (g-kg™) (mg.kg™)
CV% =2,43 CV% =10,62 CV% =9,83
0 DAT 300 420 Média 0 300 420 Média 0 DAT 300 420 Média
DAT DAT DAT DAT DAT DAT DAT

MIX 4,89 5,13 5,01 5,01b 6,49 5,57 7,78 6,62a 29,60 21,08 17,71 22,80ns
FMA 532 531 5,32 531a 5,40 4,36 591 5,23b 24,72 24,48 16,00  21,73ns
MIX+FMA 5,01 5,45 5,23 5,23ab 5,98 5,96 7,80 6,58a 29,61 23,75 28,33 27,23ns
SI 5,07 5,24 5,12 5,14ab 10,14 5,74 7,07 7,65a 20,57 25,75 15,49  20,60ns
Média 507B  528A 5,17AB 7,00A 5,41B 7,14A 27,80A 25,06A  22,71B
APP-Rem 4,09 22,40 20,79
APP-ERA 5,89 11,65 23,39

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Notas: n s= Médias nao diferem significativamente pelo teste SNK 5%; APP — Rem = APP-Remanescente
florestal de mata nativa; APP — ERA = Area de preservacio permanente em estagio de recuperagdo avangado;
MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); FMA = Inoculante Rotella
BR (R. intraradices); MIX+FMA = UFSC-B8 + SC5 + MSR2 + Rotella BR; SI = sem inoculagdo; COT =
carbono organico total; P = fésforo; DAT = dias ap6s o transplantio;

Em relag@o ao pH do solo foi observado um pequeno aumento do inicio da implantagao
do experimento para o segundo tempo de avaliagdao (300 DAT) (Tabela 11). O pH do solo na
area que recebeu as mudas de S. multijuga foi maior no solo com as mudas inoculadas com
FMA e, o menor pH foi observado no solo que recebeu as mudas inoculadas com as bactérias
promotoras do crescimento vegetal (MIX).

Em relagdo ao COT os maiores valores foram observados nos tempos de avaliagao 0
DAT e 420 DAT (Tabela 11). No tempo 300 DAT foi observado um decréscimo de 29,4% nos
valores de COT em comparagdo com o tempo 0 DAT, mas aos 420 DAT esses valores voltaram
a aumentar, com incrementos de 32% em comparacdo com o tempo 300 DAT. Diferengas
significativas no COT também foram observadas entre os tratamentos de inoculagdo. Os
tratamentos de inoculacdo MIX e MIX+FMA nao diferiram do tratamento controle SI e
apresentaram os maiores valores de COT, sendo os menores valores verificados no tratamento
FMA. Incremento de 33% foi verificado nos tratamentos MIX e MIX+FMA e SI em
comparacao com o tratamento FMA.

O fosforo do solo na area onde foram implantadas as mudas de S. multijuga foi maior
no tempo 0 DAT e no tempo 300 DAT. Aos 420 DAT foi observado um decréscimo de 16,38%
no fosforo em comparagao com os tempos de avaliagdo 0 DAT e 300 DAT (Tabela 11).

De uma forma geral, os valores de pH observados na area experimental com S.
multijuga foram acidos, assim como nas areas referéncias. O COT também foi baixo e o fosforo

entre 15,49 e 29,61 mg.kg ~'. Assim como foi observado no ensaio com C. myrianthum, os



157

valores para COT estdo muito abaixo dos observados na area referéncia APP-Remanescente
florestal. Por outro lado, os valores para esse mesmo atributo estdo proximos ou sao muito
similares aos observados na 4rea referéncia APP-ERA, que possui atualmente

aproximadamente 18 anos de recuperagao.

7.3.3 Atributos microbiologicos do solo

7.3.3.1 Biomassa Microbiana

Na tabela 12 ¢ possivel observar um resumo da ANOVA dos resultados referentes as
avaliagdes do carbono da biomassa microbiana (CBM) e o nitrogénio da biomassa microbiana
(NBM) do solo nos experimentos a campo com C. myrianthum e S. multijuga em funcao do
tempo de avaliacdo, tratamentos de inoculagdo e as interagdes entre as fontes de variagao

(tempos de avaliacdo vs tratamentos de inoculagao).
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Tabela 12. Resumo da ANOVA para o carbono da biomassa microbiana (CBM) e nitrogénio

da biomassa microbiana (NBM) do solo de area de mineragdo de carvao em processo inicial

de recuperagdo revegetada com mudas de espécies arboreas inoculadas com microrganismos
promotores do crescimento vegetal.

Variaveis G.L. Valor F P <
CBM
Bloco 3 0,111 ns
Tempo (Tp) 2 14,502 0,01
Tratamento (Tt) 3 1,385 ns
Tpx Tt 6 3,142 0,01
C.V.=44,09%

C. myrianthum
NBM
Bloco 3 0,881 ns
Tempo (Tp) 2 35,158 0,01
Tratamento (Tt) 3 1,679 ns
Tpx Tt 6 4,354 0,01
C.V.=16,18%
CBM
Bloco 3 1,769 ns
Tempo (Tp) 2 2,228 ns
Tratamento (Tt) 3 2,602 ns
Tpx Tt 6 3,941 0,01
CV=1138%

S. multijuga
NBM
Bloco 3 2,720 ns
Tempo (Tp) 2 7,009 0,05
Tratamento (Tt) 3 1,394 ns
Tpx Tt 6 4,832 0,01
CV.=17,14%

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Notas: ns = p>0,05 efeito ndo significativo

O CBM do solo na area de plantio com mudas de C. myrianthum apresentou diferenca
significativa em fun¢do do tempo de avaliagdo, bem como a interacdo entre as fontes de
variacdo (tempo e inoculagdo) (Figura 28a). Nao foram verificadas diferencas significativas
entre as areas experimentais em relacdo ao CBM aos 0 DAT. Aos 300 DAT, o tratamento sem
inoculacdo (SI) apresentou maiores valores de CBM do solo em relacdo ao tratamento
MIX+FMA, com incrementos de 230%. Pode se verificar que todos os tratamentos de
inoculagao MIX, FMA e MIX+FMA apresentaram um aumento significativo no CBM do solo
aos 420 DAT sendo que esse incremento foi de 110%, 130% e 238%, respectivamente, em
comparac¢do com a média dos tempos 0 DAT e 300 DAT (Figura 28a). No tempo de avaliacao
420 DAT s6 foi observado diferenca significativa no CBM entre o tratamento de inoculacao
MIX e o controle SI, sendo que o tratamento MIX apresentou a maior média para o CBM no

tempo 420 DAT, cerca 87% de incremento em comparagdo com o tratamento SI.
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Figura 28. Carbono da biomassa microbiana (CBM) do solo em area de mineragao de carvao
em processo inicial de recuperacao nos com revegetagao de mudas de espécies arboreas
inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de
avaliacdo (n=4). a) CBM do solo com mudas de C. myrianthum ¢ b) CBM do solo com
mudas de S. multijuga. FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX= UFSC-BS§
(Rhizobium sp.) + SCS5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); MIX+FMA= UFSC-B8 +
SC5 + MSR2 + Rootella BR; SI= sem inoculacdo. 0 DAT= 0 dias apds transplante (DAT)
(agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). Barras representam o erro
padrdo da média. Letras minusculas representam comparagdes entre as médias dos
tratamentos de inoculagao no mesmo tempo de avaliagdao. Letras maitisculas representam
comparagdes dentro do mesmo tratamento de inoculacdo entre os tempos de avaliagdo.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste a 5% de

probabilidade.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Em S. multijuga o CBM também apresentou diferenga significativa na interagao entre
as fontes de variagdo (inoculagdo e tempo) (Figura 28b). Aos 0 DAT verificou-se diferenca
significativa no CBM no local de implantacao dos tratamentos MIX, MIX+FMA e SI, que nao
diferiram estatisticamente entre si, e apresentaram um percentual de 246% maior em
comparagdo com o tratamento FMA (Figura 28b). Nos demais tempos de avaliagdo ndo foram

verificadas diferencas estatisticas entre os tratamentos de inoculag¢dao. Assim como os resultados
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obtidos para as areas com plantio de C. myrianthum, para S. multijuga o tratamento SI nao
diferiu no CBM ao longo dos tempos avaliados, isso também foi observado no tratamento
MIX+FMA (Figura 28b). Ja para os tratamentos FMA e MIX foram observadas diferencas
estatisticas significativas ao longo do tempo, sendo que no tratamento FMA os tempos 300
DAT e 420 DAT nao diferiram entre si e tiveram um incremento no CBM de 180% em
comparagdo com o tempo 0 DAT. J& o tratamento MIX apresentou um decréscimo no CBM
aos 300 DAT e posterior aumento aos 420 DAT.

Podemos verificar na Figura 28 que os valores para o CBM do solo das areas de
referéncia, sdo muito superiores aos valores encontrados para CBM no solo das areas de
empréstimo com plantio de C. myrianthum e S. multijuga, sendo cerca de 480% e 570% maior
na area APP-ERA e de 550% e 675% na APP-Remanescente florestal comparado a maior média
obtida nos ensaios, respectivamente.

Em relagdo ao nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) do solo em area com plantio
das mudas de C. myrianthum verificou-se diferengas significativas em relagdo ao tempo de
avalia¢do e interacdo entre as variaveis tempo e inoculacdo (Figura 29). No tempo 0 DAT
verificou-se que o NBM do solo apresentou diferenca significativa entre as parcelas onde foi
implantado o experimento com as mudas de C. myrianthum, sendo que, o tratamento SI
apresentou o maior NBM em relacao aos demais tratamentos de inoculagdo. Aos 300 DAT, o
tratamento MIX apresentou um aumento significativo no NBM, apresentado a maior média
dentre os tratamentos avaliados. Ja no tempo 420 DAT, o tratamento MIX manteve o valor para
o NBM e, observa-se que os tratamentos FMA e MIX+FMA apresentaram um aumento
significativo no NBM. Aos 420 DAT o tratamento MIX+FMA apresentou os maiores valores
para NBM, com um incremento de 164% em comparagdo com o tratamento SI. O tratamento
controle (SI) foi o tnico tratamento que ndo apresentou diferengas significativas no NBM ao

longo do tempo de avaliagao (Figura 29a).
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Figura 29. Nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) do solo em area de mineragdo
de carvao em processo inicial de recuperagdo nos com revegetacao de mudas de espécies
arboreas inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes
tempos de avaliagdo (n=4). a) CBM do solo com mudas de C. myrianthum ¢ b) CBM do solo
com mudas de S. multijuga. FMA= inoculante Rootella BR (R. intraradices); MIX= UFSC-
B8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); MIX+FMA= UFSC-B8
+ SCS5 + MSR2 + Rootella BR; SI= sem inoculagdo. 0 DAT= 0 dias ap0s transplante (DAT)
(agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). Barras representam o erro

padrdo da média. Letras minusculas representam comparagdes entre as médias dos
tratamentos de inoculagao no mesmo tempo de avaliagdo. Letras maitsculas representam
comparagdes dentro do mesmo tratamento de inoculagio entre os tempos de avaliagao.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste a 5% de

probabilidade.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

No solo onde foi montado o experimento com mudas de S. multijuga inoculadas com
MPCV, o NBM apresentou diferenca significativa em relagdo ao tempo de avaliagdo e interagao
entre as fontes de variacao (tempo e inoculagdo) (Figura 29b). Em relagao ao NBM do solo em
area com plantio de S. multijuga foram verificadas diferengas significativas apenas entre os
tratamentos no ultimo periodo de avaliagdo. Aos 420 DAT o tratamento MIX+FMA apresentou
um incremento médio de 109% no NBM comparado aos tratamentos FMA e ao controle SI

(Figura 29b). Os tratamentos FMA e o controle SI, ndo apresentaram diferencas estatisticas
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para o NBM ao longo dos tempos avaliados, mas ¢ possivel visualizar diferengas nos
tratamentos MIX e MIX+FMA (Figura 29b). No tratamento MIX, o NBM ndo apresentou
diferencas entre os tempos 0 DAT e 420 DAT, mas houve uma redu¢ao no NBM aos 300 DAT
de 127%. Por sua vez, no tratamento MIX+FMA foi possivel verificar um incremento de 187%
no NBM apos 420 DAT em comparag¢ao com a média do NBM nos tempos 0 DAT e 300 DAT.

Verificou-se que nas areas referéncias os valores de NBM do solo foram cerca de 400%
e 370% maiores na arca APP-ERA ¢, de 550% ¢ 500% maiores na area APP-Remanescente
florestal comparativamente ao NBM do solo aos 420 DAT nos experimentos com C.

myrianthum e S. multijuga, respectivamente (Figura 29).

7.3.3.2 Atividade enzimatica

Na tabela 13 ¢ possivel observar um resumo da ANOVA dos resultados obtidos em
relacdo a atividade enzimdtica da arilsulfatase, B-glicosidade, hidrélise do diacetato de
fluoresceina (DAF) e fosfatase acida no solo, referentes aos experimentos a campo com
introdugdo de C. myrianthum e S. multijuga em fungdo do tempo de avaliagdo, tratamentos de

inoculagdo e as interacdes entre as fontes de variagao (tempo e inoculagao).
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Tabela 13. Resumo da ANOVA para a atividade enzimatica da arilsulfatase, B-glicosidase,
hidrolise do diacetato de fluoresceina (DAF) e fosfatase dcida em solo de area de mineragao
de carvdo em processo inicial de recuperagio (Area III/Rio Pio) revegetada com mudas de
espécies arboreas inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal.

Variaveis G.L. Valor F P<
Arilsulfatase
Bloco 3 1,870 ns
Tempo (Tp) 2 1,656 ns
Tratamento (Tt) 3 0,280 ns
Tpx Tt 6 0,997 ns
C.V.=25,84%
B-glicosidase
Bloco 3 2,265 ns
Tempo (Tp) 2 32,944 0,001
Tratamento (Tt) 3 0,504 ns
Tpx Tt 6 1,487 ns
C. myrianthum C.V.=21,78
DAF
Bloco 3 1,072 ns
Tempo (Tp) 2 13,709 0,01
Tratamento (Tt) 3 10,088 0,01
Tpx Tt 6 3,725 0,01
C.V.=18,51
Fosfatase acida
Bloco 3 0,343 ns
Tempo (Tp) 2 5,639 0,05
Tratamento (Tt) 3 1,370 ns
Tpx Tt 6 0,503 ns
C.V.=10,68
Arilsulfatase
Bloco 3 0,249 ns
Tempo (Tp) 2 5,200 0,05
Tratamento (Tt) 3 0,590 ns
Tpx Tt 6 1,612 ns
CV.=2421%
S. multijuga p-glicosidase
Bloco 3 0,534 ns
Tempo (Tp) 2 2,669 ns
Tratamento (Tt) 3 0,894 ns
Tpx Tt 6 1,903 ns
C.V.=21,90%
DAF
Bloco 3 2,510 ns
Tempo (Tp) 2 6,542 0,05
Tratamento (Tt) 3 0,950 ns
Tpx Tt 6 1,894 ns
C.V.=15,38%
Fosfatase acida
Bloco 3 11,188 ns
Tempo (Tp) 2 8,363 0,01
Tratamento (Tt) 3 1,377 ns
Tpx Tt 6 1,885 ns
C.V.=20,64%

Fonte: Elaborada pela autora (2021). Notas: ns= ndo significativo.
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Na area com plantio de mudas de S. multijuga € possivel verificar que houve diferencas
significativas para a atividade de arilsulfatase em relagdo apenas ao tempo, ndo apresentando
influéncia da inoculagdo e nem interacao entre as fontes de variacdo (tempo e inoculagdo)
(Figura 30). Aos 420 DAT a atividade enzimdtica da arilsulfatase apresentou incrementos
médios de 120% em comparacao com os tempos 0 DAT e 300 DAT. Os valores da atividade
dessa enzima na area com mudas de S. multijuga foram em média 727% menores que a area

APP- Remanescente florestal e 454% menores que os verificados em APP- ERA.

Figura 30. Atividade enzimatica da arilsulfatase em solo de area de mineragao de carvdao em
processo inicial de recuperacao revegetada com mudas de S. multijuga inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagdo (n =
16). 0 DAT = 0 dias apds transplante (DAT) (agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420
DAT (outubro/2020). A barra representa o erro padrao da média dos tratamentos em cada
tempo de avaliagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica
pelo teste SNK a 5% de probabilidade.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A inoculacao de MPCV nao influenciou a atividade da -glicosidase, assim como nao
houve interagdo entre o tempo e a inoculag@o. Na figura 31 ¢ possivel observar que a atividade
enzimatica da B-glicosidase para C. myrianthum aumentou ao longo do tempo (Figura 30). Aos

300 DAT a atividade de P-glicosidase do solo apresentou um incremento de 452% em
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comparac¢do com o tempo 0 DAT de avaliagdo, e ndo apresentando diferencas significativas aos
420 DAT. Em comparacdo com os valores obtidos nas areas de referéncia, a atividade da f-
glicosidase no ensaio com C. myrianthum foi 3% maior em relagcdo a area APP- Remanescente
florestal comparado a maior média no tempo, e de apenas 34% menor em compara¢ao com a
area APP- ERA. Para S. multijuga, ndao houve diferencgas estatisticas na atividade da -
glicosidase em relagdo aos tempos de avaliagdo, tratamentos ou interagcdo entre as fontes de

variagao.

Figura 31. Atividade enzimatica da B-glicosidase em solo de area de mineragdo de carvao em
processo inicial de recuperagdo revegetada com mudas de C. myrianthum inoculadas com
microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagdo (n =

16). 0 DAT = 0 dias ap6s transplante (DAT) (agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420
DAT (outubro/2020). A barra representa o erro padrao da média dos tratamentos em cada
tempo de avaliagdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica
pelo teste SNK a 5% de probabilidade.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Em relagdo a atividade enzimatica da fosfatase acida foram verificados aumentos
significativos em fun¢do do tempo de avaliagdo, tanto para C. myrianthum como para S.

multijuga (Figura 32). A inoculagdo de MPCV nao influenciou na atividade dessa enzima e nao
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houve interagdo entre as fontes de variagdo avaliadas (tempo e inocula¢do) tanto nas areas com

plantio de C. myrianthum como com S. multijuga.

Figura 32. Atividade enzimatica da fosfatase (a) C. myrianthum e b) S. multijuga) em solo de
area de mineragdo de carvao em processo inicial de recuperagdo revegetada com mudas de
espécies arboreas inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em

diferentes tempos de avaliagdo (n = 16). 0 DAT = 0 dias ap0s transplante (DAT)
(agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). A barra representa o erro
padrdao da média dos tratamentos em cada tempo de avaliagdo. Médias seguidas pela mesma
letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste SNK a 5% de probabilidade.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para o ensaio com C. myrianthum foi observado um valor maior na atividade da enzima
fosfatase 4cida no solo no inicio do experimento (0 DAT), com valores semelhantes aos
observados na drea APP — ERA. Apo6s esse periodo houve reducao na atividade dessa enzima
aos 300 DAT, nao diferindo da atividade verificada aos 420 DAT (Figura 32a). Ja no ensaio
com S. multijuga, houve um aumento da atividade da fosfatase aos 420 DAT, com incremento
médio de 40% em relagdo aos primeiros tempos de avaliagao (Figura 32b).

Na figura 33 ¢ possivel observar a atividade das enzimas envolvidas na hidrolise do
diacetato de fluoresceina (DAF) em solo de area de mineragdo de carvdo em estagio inicial de
recuperagdo com revegetacao de mudas de espécies arboreas inoculadas com MPCV. No solo
com C. myrianthum foi verificado diferencas significativas na atividade da DAF em fungao do
tempo de avaliagdo, nos tratamentos de inoculacdo e interagdo entre as fontes de variagdo

(tempo e inoculagdo) (Figura 33a).
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Figura 33. Atividade das enzimas envolvidas na hidrélise do diacetato de flouoresceina
(DAF) em solo de area de mineragao de carvao em processo inicial de recuperagao
revegetada com mudas de espécies arboreas (a) C. myrianthum e b) S. multijuga) inoculadas
com microrganismos promotores do crescimento vegetal em diferentes tempos de avaliagao.
FMA= inoculante Rootella BR (R intraradices); MIX = UFSC-B8 (Rhizobium sp.) + SC5
(Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); MIX+FMA= UFSC-B8 + SC5 + MSR2 +
RootellaBR; SI= sem inoculacdo. 0 DAT = 0 dias ap6s transplante (DAT) (agosto/2019);
300 DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). a) n=4; b) n= 16. A barra representa o
erro padrao da média. Letras minusculas representam comparagdes entre as médias dos
tratamentos de inoculagao no mesmo tempo de avaliagdao. Letras maitisculas representam
comparagdes dentro do mesmo tratamento de inoculacdo entre os tempos de avaliagdo.
Me¢édias seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenga estatistica pelo teste SNK a 5%

de probabilidade.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

No tempo 0 DAT houve diferengas significativas na atividade da DAF no solo onde foi
implantado o experimento com C. myrianthum, sendo verificados os maiores valores no
tratamento inoculado com FMA (Figura 33a). Ap6s o plantio das mudas, na avaliagdo aos 300
DAT, foi verificado um aumento significativo na atividade da DAF no tratamento MIX+FMA,
nao diferindo do controle SI. Por outro lado, nesse mesmo tempo de avaliagdao observa-se que
o tratamento FMA apresentou uma redu¢ao nos valores de DAF em comparagdo com o tempo

0 DAT. No ultimo tempo de avaliagdo os tratamentos ndo diferiram entre si, mas € possivel
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verificar que o tratamento MIX e o tratamento FMA apresentaram um aumento significativo na
atividade da DAF aos 420 DAT. O tratamento SI, por sua vez, nao diferiu significativamente
em relacdo a atividade da DAF nos diferentes tempos de avaliagao.

Por outro lado, para S. multijuga ndao houve diferenca nas interagdes entre os
tratamentos e os tempos de avaliacdo na atividade enzimdtica da DAF, mas foram verificadas
diferencas significativas na DAF em funcao do tempo de avaliagdo (Figura 33b). A atividade
enzimatica da DAF para S. multijuga ndo diferiu estatisticamente entre os tempos 0 DAT e 300
DAT e, apresentou um incremento de 41% no ultimo tempo avaliado (420 DAT).

A atividade enzimatica da DAF nas éreas referéncias foi cerca de 650% e 590% maior
na area APP-ERA e, de 670% e 605% maior na area APP-Remanescente florestal em
comparagdo com os valores obtidos nos ensaios com C. myrianthum e S. multijuga,

respectivamente (Figura 33).

7.3.3.3 Respiragdo basal e quociente metabdlico

Na tabela 14 podemos observar o resumo da ANOVA para os resultados de respiragao
basal (RB) e quociente metabolico (gCO2) do solo de area de mineragao de carvao em processo
inicial de recuperagdo revegetada com mudas de C. myrianthum e S. multijuga inoculadas com
MPCV. Em C. myrianthum foi possivel observar diferencas significativas no solo para RB e
para o gCO; em razao apenas do tempo de avaliagdo, ndo havendo diferenca significativa nos
tratamentos de inoculagdo e nem interacao entre as fontes de variagdo (tempo e inoculacao). Ja
no solo revegetado com mudas de S. multijuga houve diferenga significativa em relagdo ao
tempo de avaliacdo e interacdo entre as fontes de variacdo (tempo e inoculagdo) para a RB e,

para o gCO> houve diferencga significativa apenas na interagdo entre as fontes de variacao.
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Tabela 14. Resumo da ANOVA para os dados de respira¢ao basal microbiana e quociente
metabolico (¢C02) do solo em area de mineragao de carvao em processo inicial de
recuperagdo (Area III/Rio Pio) revegetada com mudas de espécies arboreas inoculadas com

microrganismos promotores do crescimento vegetal.

Variaveis G.L. Valor F P<
Respiracao Basal
Bloco 2 2,221 ns
Tempo (Tp) 2 133,646 0,01
Tratamento (Tt) 3 3,199 ns
Tpx Tt 6 1,737 ns

C. myrianthum CV.=1743%
qCO:
Bloco 2 0,238 ns
Tempo (Tp) 2 8,865 0,05
Tratamento (Tt) 3 4,024 ns
Tpx Tt 6 1,351 ns
C.V.=33,36%
Respiracao Basal
Bloco 2 8,509 ns
Tempo (Tp) 2 10,147 0,01
Tratamento (Tt) 3 0,079 ns
Tpx Tt 6 4,434 0,005
C.V.=28,20%

S. multijuga qCO2
Bloco 2 2,250 ns
Tempo (Tp) 2 4,166 ns
Tratamento (Tt) 3 1,373 ns
Tpx Tt 6 9,273 0,0001
CV.=3181%

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
Notas: ns= ndo significativo

A respiracdo basal do solo no experimento revegetado com mudas de C. myrianthum foi

maior no ultimo tempo de avaliacdo, com um incremento de 107% em relacdo ao tempo 0 DAT

e, de 422% em comparagdao com o tempo 300 DAT, isso significa que durante o tempo de

avaliagdo 300 DAT houve uma queda na respiracdo basal, mas que no segundo tempo de

avaliacdo (420 DAT) a RB aumentou significativamente (Figura 34a). J& para S. multijuga, a

RB também apresentou suas maiores médias no tempo de avaliacdo 420 DAT, entretanto, a RB

no tempo 300 DAT nao diferiu do tempo de implantacdo do experimento (0 DAT), ou seja,

foram necessarios 420 DAT para que houvesse um aumento significativo na RB do solo

avaliado, sendo esse incremento de 105%.
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Figura 34. Respiragdo basal (RB) (a e b) e quociente metabolico (¢CO») (c e d) do solo de
area de mineragao de carvao em processo inicial de recuperagdo revegetada com mudas de
espécies arboreas inoculadas com microrganismos promotores do crescimento vegetal em
diferentes tempos de avaliagao (n=16). FMA= inoculante Rootella BR (R intraradices); MIX
= UFSC-BS8 (Rhizobium sp.) + SC5 (Pseudomonas sp.) + MSR2 (Pantoea sp.); MIX+FMA=
UFSC-B8 + SC5 + MSR2 + Rootella BR; SI= sem inoculacao. 0 DAT = 0 dias apos
transplante (DAT) (agosto/2019); 300 DAT (maio/2020); e 420 DAT (outubro/2020). A barra
representa o erro padrido da média (Area III- Rio Pio), Treviso, SC. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste SNK a 5%.
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No solo revegetado com mudas de S. multijuga, a RB s6 apresentou diferencas
significativa entre os tratamentos aos 300 DAT, sendo verificados os maiores valores no solo
que recebeu as mudas inoculadas com o tratamento MIX (Figura 34b). Nos tempos 0 DAT e
420 DAT nao houve diferencas significativas entre os tratamentos na RB do solo. O tratamento
de inoculacdo MIX apresentou diferenca significativa na RB aos 300 DAT e se manteve aos
420 DAT, com incremento de 146% em comparagdo como o tempo 0 DAT. No tratamento de
inoculagdo FMA foi verificado uma queda na RB aos 300 DAT, mas voltou a aumentar
significativamente aos 420 DAT, sendo que esses valores nao diferiram em relagdo ao tempo 0
DAT. Ja para o tratamento MIX+FMA, a maior média na RB foi observada aos 420 DAT, com
incremento de 217% em comparacdo com o tempo 300 DAT. O tratamento controle SI também
apresentou aumento significativo na RB ao longo do tempo, com incremento de 200% em
comparacao com os tempos 0 DAT e 300 DAT.

A respiracdo basal nas areas referéncias foi maior que os valores obtidos nos ensaios
com C. myrianthum e S. multijuga, cerca de 100% e 47% maior na APP - ERA e de 47% e 8%
na APP- Remanescente florestal, respectivamente (Figura 34a e 34b).

O gCO2 do solo na area revegetada com mudas de C. myrianthum apresentou diferenca
estatistica significativa em relacdo ao tempo de avaliagdo (Figura 34c). O ¢CO;, do tempo
anterior a implantacao do experimento (0 DAT) e no tltimo tempo de avaliacdao (420 DAT) nao
apresentaram diferenca, sendo que, o gCO; foi 146% maior que o tempo 300 DAT (Figura 34c).

Ja para S. multijuga, o0 gCO2ndo apresentou diferenga significativa em relacdo ao tempo
de avaliagdo, no entanto, houve interagdo entre as fontes de variagdo (inoculagdo e tempo)
(Figura 34d). O ¢gCO: no solo revegetado com mudas de S. multijuga apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos no tempo 0 DAT, ou seja, antes da implantacdo do
experimento. O local que recebeu as mudas inoculadas com o tratamento FMA foi 410% maior
que os demais tratamentos de inoculagdo e o tratamento controle SI. J& no tempo 300 DAT
verificou-se um aumento significativo no gCO2 no tratamento MIX, com um incremento de
249% em comparacao com o controle SI. No tempo 300 DAT o tratamento FMA nao diferiu
significativamente do controle SI. Aos 420 DAT nao foi observada diferenca significativa entre
os tratamentos em relacdo ao gCOz. O gCO: do solo referente ao tratamento MIX apresentou
aumento significatiuvo ao longo do tempo de avaliagao, sendo que aos 300 DAT o incremento
foi de 249% em comparacao com o tempo 0 DAT e, ndo diferiu significativamente aos 420
DAT. O tratamento de inoculagdo FMA apresentou valores altos antes da implantacdo do

experimento no tempo 0 DAT e, apds a implantagdo das mudas, aos 300 DAT, verificou-se um
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decremento de 942%. Aos 420 DAT os valores verificados para ¢gCO; voltaram a aumentar,
com incremento de 452%. No tratamento MIX+FMA por sua vez, ndo houve diferenca
significativa no ¢gCO> ao longo do tempo. No tratamento controle SI também se verificou
diferenga significativa no ¢gCO> em relagdo ao tempo, com incremento de 293% aos 420 DAT
em comparacao com os tempos 0 DAT e 300 DAT.

Os valores de gCO» observados nos ensaios com C. myrianthum e S. multijuga, de forma
geral, foram maiores do que os valores observados nas areas referéncias, sendo que, os valores
obtidos no ensaio com C. myrianthum foram cerca de 343% e 575% maiores que as areas APP
- ERA e APP - Remanescente florestal, respectivamente, e de 373% (APP-ERA) ¢ 620% (APP-

Remanescente florestal) no ensaio com S. multijuga (Figura 34).
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7.4 DISCUSSAO

A recuperagao de areas degradadas, especialmente por mineracao, pode levar muitos
anos para ocorrer, mas como ja demonstrou Rocha-Nicoleite et al. (2018) e Bizuti (2017) ¢
possivel alcancar resultados de melhorias satisfatérias nas condi¢des fisicas, quimicas e
biologicas do solo em tempo menor do que costumava se estimar para ambientes tropicais, por
meio de intervengdes antropicas bem planejadas.

Uma das primeiras acdes para recuperacao de uma area degradada pela mineragdo
consiste na constru¢do do solo, a fim de tentar simular as condi¢des necessarias para o
estabelecimento vegetal, uma vez que, durante a extracdo de carvao a céu aberto as camadas do
solo sofreram inversdo em relacdo as suas posicoes estratigraficas originais, na qual a vegetacao
e o solo ficam depositados na base e os estéreis de minera¢do nas camadas superiores (ROCHA -
NICOLEITE, 2015). No entanto, um solo construido apresenta caracteristicas quimicas, fisicas
e biologicas distintas ao observado em um solo natural, dentre essas caracteristicas que
geralmente sdo verificadas podemos citar: pH acido, baixos teores nutricionais, baixo teor de
matéria organica (INDA et al., 2010; CAMPOS et al., 2010), solo compactado devido ao
maquinario pesado que ¢ empregado durante o processo de construgdo de solo, baixa
capacidade de infiltracao de agua, (CAMPOS et al., 2010; STUMPF et al., 2016) e atividade
biologica alterada (DOS SANTOS et al., 2008). Como resultado pode haver dificuldade de
estabelecimento e sobrevivéncia de espécies vegetais nesses solos (COSTA; ZOCCHE, 2009).

A inoculagdo de MPCV pode facilitar a adaptacdo, sobrevivéncia e crescimento de
mudas arboreas nessas condi¢des de solo. No presente estudo, todavia, no periodo de 300 DAT
nao foi verificada diferencas significativas da inoculagdo de MPCV no crescimento das mudas
de C. myrianthum e de S. multijuga a campo. Resultados distintos aos encontrados neste
trabalho para C. myrianthum foram observados por Pasqualini (2013) em estudo de inoculagado
de bactérias solubilizadoras de fosfato + FMA em mudas de C. myrianthum em éarea degradada.
Nesse estudo, o autor verificou que a coinoculacao foi vantajosa e favoreceu a sobrevivéncia e
o crescimento das mudas em condi¢des de campo. Por outro lado, no presente estudo, tanto em
C. myrianthum, como em S. multijuga, apesar das mudas terem sofrido rebrota ocasionada pela
geada logo apos a implantagdo do experimento a campo, estas expressaram crescimento
significativo aos 300 DAT em relacdo a altura e didmetro do caule. Vieira, Feistauer e Silva
(2003) verificaram em trabalho com C. myrianthum que a espécie apresentou pouca tolerancia

a geada, porém também apresentou alta taxa de rebrota. Segundo Fereira et al. (2019), os valores
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de temperatura basal inferior, 6tima e basal superior, para o desenvolvimento vegetativo de C.
myrianthum, sao 11,4, 18,1 ¢ 36,6°C, respectivamente.

Em estudo a campo, em area degradada por mineragdo de bauxita, MORAIS JUNIOR
et al. (2019) avaliaram o crescimento de 25 espécies no periodo de 29 meses. Nesse estudo as
espécies que apresentaram maior crescimento foram as leguminosas pioneiras S. multijuga, S.
macranthera e S. parayba. Os autores atribuiram o crescimento acelerado dessas espécies ao
fato de ndo serem muito exigentes quanto a fertilidade do solo e, portanto, se adaptarem a
diferentes ambientes com maior facilidade.

De uma forma geral, a taxa de mortalidade nas mudas de S. multijuga foi maior no
tratamento sem inoculacdo e no tratamento MIX. A inoculacdo de FMA e MIX+FMA
favoreceram a sobrevivéncia das mudas no transplantio e durante o periodo inicial de adaptagao
em solo construido. Estudo realizado por Cotarelli et al. (2008) com S. multijuga também em
area degradada, observaram uma taxa de mortalidade alta para as mudas ap6s 26 meses de
avaliag¢do. Os autores desse estudo ndo realizaram a pratica de inoculacdo de microrganismos
durante a produ¢do das mudas de S. multijuga e, encontraram taxa de mortalidade semelhante
(37,5%) as observadas neste estudo (48,3%) nas mudas do tratamento sem inoculagdo. Outro
estudo de recuperacao de area degradada no litoral paranaense envolvendo C. myrianthum e S.
multijuga, por um periodo de 10 anos, verificou alta taxa de mortalidade em S. multijuga
(SCHAFFER et al., 2020). Os autores atribuiram em parte a alta taxa de mortalidade de .
multijuga, ao fato de o experimento s6 ter sido avaliado ap6s um longo periodo e que muitos
dos individuos de S. multijuga ja haviam cumprido seu ciclo de vida nesse periodo de avaliagao.
A presenga de muitas arvores desenvolvidas e mortas na area experimental subsidiaram a
hipdtese dos autores. Resende et al. (2015) observaram em experimento em area de recuperagao
com modelo de plantio com espécies de leguminosas, baixa sobrevivéncia das mudas (<50%),
dentre as espécies de leguminosas utilizadas estava S. multijuga. Como foi verificado no
presente trabalho, os FMA podem desempenhar um papel fundamental na sobrevivéncia de
espécies arboreas sensiveis a solos degradados como a S. multijuga, por exemplo, por meio de
mecanismos que melhoram a nutricdo vegetal e amenizam o estresse ambiental sofrido pelas
mudas no transplantio para areas degradadas (SOARES e CARNEIRO, 2008).

As mudas de C. myrianthum, por sua vez, apresentaram elevada taxa de sobrevivéncia
em todos os tratamentos, ndo sendo possivel, portanto, relacionar a sobrevivéncia das mudas a
inoculagdo de MPCV. Schiffer et al. (2020) observaram em C. myrianthum alta taxa de

mortalidade, porém a espécie apresentou o segundo melhor desenvolvimento dentre as espécies
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avaliadas. Cotarelli et al. (2008) por outro lado, observaram excelente desempenho das mudas
de C. myrianthum no periodo de avaliagdo de 26 meses e, assim como neste trabalho,
observaram elevada taxa de sobrevivéncia das mudas (89,1%). Corroborando com esses
resultados, Durigan (1990) também observou alta taxa de sobrevivéncia das mudas de C.
myrianthum (91%) em éarea de mata ciliar.

Em relagdo aos atributos do solo, uma das caracteristicas quimicas muito importante ¢
o pH. Uma das funcdes do pH do solo estd relacionada com a regulacao dos processos
biogeoquimicos do solo (HONG et al., 2018), com efeitos na estrutura e fungdes de todos os
ecossistemas terrestres, como equilibrio da hidrélise de ions (TYLER; OLSSON, 2001), nas
comunidades microbianas (BAATH et al., 1995) e no conteido de matéria orginica
(LAMBKIN et al., 2011). A acidificagdo do solo tem sido relatada em diversos ecossistemas ¢
diferentes regides do mundo (YANG et al., 2015), em decorréncia, especialmente, de agdes
antropicas. Nesse estudo também foi verificado solos com pH acido em ambas as areas
experimentais que podem dificultar o estabelecimento e desenvolvimento vegetal. Alguns
nutrientes em solos acidos podem se tornar toxicos para as plantas, como € o caso do Al, Fe e
Mn, e outros nutrientes como € o caso do P, Mo e K, se tornam pouco disponiveis para as
plantas (LONDO et al., 2006).

O uso de espécies vegetais arboreas pode modificar o pH do solo. Estudo realizado por
Hong et al. (2018) sugerem que dependendo da condicdo inicial de pH do solo, o plantio de
espécies arboreas pode alterar o pH. Nesse estudo, os autores verificaram que em solos
alcalinos, o florestamento levou a reduc¢ao do pH do solo e, em solos 4cidos houve um aumento
no pH, ou seja, houve uma tendéncia a neutralizacdo do solo promovida pelas espécies vegetais
(HONG et al.,, 2018). As espécies vegetais, primeiramente, por meio da producdo de
serapilheira e da associa¢do com os microrganismos do solo na regido da rizosfera, podem
apresentar um papel muito importante em neutralizar o pH do solo por meio da decomposicao
da matéria organica (DE SCHRIJVER, 2012; RUKSHANA et al., 2013). Dessa forma, a
inoculagdo de MPCV nas mudas de espécies arboreas pode trazer beneficios na adaptacgao
inicial e desenvolvimento das mudas em solo construido.

Outros parametros quimicos determinados no presente estudo, como € o caso do COT,
levam um tempo muito maior para alcangarem valores similares aos observados as areas
adjacentes que nao sofreram com a mineragao. Resultados semelhantes relacionados a matéria
organica (MO) também foram observados por Costa e Zocche (2009). Nesse estudo os autores

observaram em 4rea de mineracdo em estagio inicial de recuperacdo sob solo construido,
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valores baixos para a MO. Silva et al. (2019) em estudo realizado em éreas de minerag¢ao de
carvao degradadas com diferentes tempos de recuperagao, verificaram que dentre os atributos
quimicos avaliados, o COT foi aquele que mais se destacou em relacdo ao tempo de
recuperacdo, sendo que os menores valores para o COT foram observados na area avaliada com
menor tempo de recuperagdo (2 anos) e apresentou valores similares aos observados neste
estudo.

Em estudo realizado em area degradada, mas pela mineragdo de bauxita em Minas
Gerais, foi observado que o carbono orgénico so apresentou mudangas significativas e similares
ao ambiente natural apés 18 anos de implantagdo do processo de recuperagdo do local
(CARNEIRO et al., 2008). Esses mesmos autores verificaram uma relacdo linear entre os teores
de COT e o tempo de reabilitacdo da 4rea. Silva et al. (2019) em areas de mineracao de carvao
em recuperacdo, também observaram que ao longo do tempo de recuperacdo ocorre um
aumento no COT, mas os ganhos nao ocorreram de forma proporcional.

Como levantado por Venson et al. (2017), a maioria dos planos de recuperacao
ambiental apresentam um custo elevado e, o fracasso na recuperacdo de areas degradadas so ¢
observado a longo prazo. Como ja demonstrado em varios estudos, os atributos microbiologicos
sdo variaveis sensiveis na predi¢ao de melhorias na qualidade do solo em um curto espago de
tempo (DORAN e PARKIN, 1994; CHAER ¢ TOTOLA, 2007; CARNEIRO et al., 2008;
SILVA et al.,, 2018; DILLY, POMPILI, BENEDETTI, 2018), sendo uma alternativa
interessante para ser empregada no monitoramento da recuperagdo de areas degradadas ao
longo do tempo e, dessa forma, garantir que os projetos de recuperacao ambiental estdo sendo
executados de forma a garantir a recuperacao do local. Segundo os resultados obtidos por
Teixeira et al. (2020), os processos microbiologicos do solo que estdo relacionados com a
ciclagem de C e de outros nutrientes apresentaram uma recuperagao acentuada nos primeiros
15 anos de sucessdao secunddria e, apds, tendem a alcangar estabilidade ao nivel de floresta
primaria.

Os atributos microbiologicos do solo como o nitrogénio e o carbono da biomassa
microbiana, respiracdo basal e quociente metabdlico (¢CO2), segundo Silva et al. (2019),
apresentam grande potencial, em conjunto com outros atributos, para serem utilizados na
avaliacdo da recuperacgdo de areas degradadas pela mineragdo. Neste trabalho, apesar do curto
tempo de avaliagdo e inicio da recuperacdo de uma area degradada pela mineracao de carvao ¢é
possivel verificar melhorias em determinados atributos microbioldgicos do solo que foram

avaliados, bem como a influéncia da inoculagdo de MPCV. No experimento com C.
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myrianthum, embora o tempo de recuperagdo seja ainda muito recente, foi possivel verificar
diferenca significativa no CBM do solo ap6s 420 DAT. Mesmo que os valores para CBM do
solo com plantio de C. myrianthum e S. multijuga estejam ainda muito distantes dos observados
nas areas referéncias, esse aumento no CBM em um curto espago de tempo de recuperacao,
pode ser um indicativo de que o CBM ¢ uma varidvel sensivel e, portanto, interessante para ser
considerada no diagnéstico e monitoramento de recuperagdo de areas degradadas pela
mineracao de carvao. Silva et al. (2019) observaram em estudo realizado em areas de mineragao
de carvao em SC com diferentes tempos de recuperagao que alguns atributos microbiolédgicos,
como o CBM e o NBM, foram sensiveis em detectar mudangas ao longo do tempo de
recuperagdo. Os valores de CBM observados neste trabalho, sdo proximos aos observados por
Silva et al. (2019) na area com menor tempo de avaliagdo (2 anos), sendo que a drea
experimental deste trabalho tinha aproximadamente dois anos desde o inicio da revegetagao da
area até o ultimo periodo de avaliacdo. Resultados distintos foram encontrados em estudo
realizado por Carneiro et al. (2008) que verificaram mudangas no CBM e no NBM em pouco
tempo apos o inicio da revetagdo em areas degradadas pela mineragdo de bauxita, com cerca de
um ano ja foram verificados valores proximos ou iguais as areas referéncias.

Estudos em areas de mineragcdo em nivel mundial tém demonstrado que a recuperagao
de atributos microbiologicos como o CBM, pode levar mais de 40 anos para alcancar valores
proximos aos observados em areas adjacentes, que ndo sofreram perturbacdes. Em estudo
realizado por Block (2018) em area de mineracdo de carvao a céu aberto em Dakota do Norte
(EUA), durante um periodo de cronosequéncia de 42 anos foi verificado que o CBM da ultima
avaliacdo (329 mg C/kg de solo) era metade do valor verificado na area referéncia (647 mg
C/kg de solo). Anderson, Stahl e Ingram (2004) também encontraram valores muito menores
para o CBM em uma area de mineragdo de carvdo apds 30 anos do inicio do processo de
recuperagdo em comparagdo com uma area referéncia adjacente que ndo sofreu perturbagao.
Neste trabalho, os autores concluiram que os dados indicavam que a biomassa microbiana do
solo estava passando por um processo de recuperagao de forma lenta. Esses trabalhos sdo
importantes por demonstrarem que o CBM ¢ uma varavel sensivel a ser considerada no
monitoramento de areas degradadas, mas ¢ preciso salientar que a dindmica da matéria organica
no hemisfério norte ¢ distinta da que se observa no hemisfério sul, com climas bastante
distintos.

Adicionalmente, no presente trabalho verificou-se interacdo entre os tratamentos de

inoculacdo nos tempos avaliados em relacdo a biomassa microbiana para as duas espécies
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estudadas, tanto em relagdo ao CBM, como em relagdo ao NBM. Em C. myrianthum ¢é possivel
verificar que o tratamento com a inoculacao das trés bactérias (MIX) apresentou média superior
para o CBM do solo ap6s 420 DAT em comparagdo com o tratamento sem inoculagdo. Vale
ressaltar que a biomassa microbiana do C e do N para o tratamento SI ndo sofreu alteragdo em
relacdo ao tempo de avaliacdo em ambas as espécies arboreas avaliadas. Valores mais altos de
biomassa microbiana indicam uma atividade microbiana mais intensa que podem resultar em
melhoria da qualidade do solo e ciclagem de nutrientes, formagao de agregados estaveis do solo
e maior diversidade funcional (NOGUEIRA et al., 2006).

A coinoculacdo de MPCV (MIX+FMA) favoreceu também o NBM do solo nas duas
espécies avaliadas, em comparagdo com o tratamento sem inoculagdo. Sabe-se que muitos
MPCV também colonizam a regido rizosfera das plantas, podendo contribuir para o aumento
da biomassa microbiana no solo. Ju et al. (2019) avaliaram a coinoculagdo de uma rizobactéria
promotora do crescimento vegetal e de um rizobio em alfafa em solos contaminados com Cu.
Os autores verificaram aumento significativo na biomassa microbiana do solo ¢ na atividade
enzimatica quando comparado com o controle nao inoculado. Adicionalmente, constataram que
a coinoculagdo afetou a composicdo microbiana rizosférica, assim como também aumentou a
diversidade microbiana nessa regiao.

A 1noculagdo de MPCV nas mudas das espécies arboreas também podem beneficiar as
espécies espontidneas adjacentes e, dessa forma aumentar os efeitos sobre os atributos
biologicos do solo. Estudos tém demonstrado que a diversidade de espécies vegetais ¢ um fator
importante para a biomassa microbiana, uma vez que, com uma maior diversidade de espécies
vegetais, ha uma maior disponibilidade de carbono e fontes de nutrientes para os
microrganismos do solo, provenientes da serapilheira e pela mortalidade de outros tecidos
vegetais no solo (LANGE et al., 2015; KHLIFA et al., 2017; CHEN et al., 2019). A vegetacao
e o0 tempo sdo parametros dominantes, influenciando a riqueza, diversidade, adesdo e estrutura
da comunidade bacteriana em areas de mineragdo em processo de recuperacao (BROOKS et
al., 2019). Dessa forma, ¢ esperado que com o desenvolvimento das mudas de C. myrianthum
e S. multijuga na area de mineracdo de carvdao em recuperagdo, as condigdes do solo estejam
mais adequadas para o desenvolvimento de espécies mais exigentes, aumentando assim a
diversidade de espécies vegetais no solo, € consequentemente a biomassa microbiana. Como
foi demonstrado por Rocha-Nicoleite et al. (2018), o crescimento e estabelecimento de espécies
arboreas introduzidas influenciam positivamente a regeneragdo natural, sendo fundamentais

Nnesse Processo.



179

Em relagdo a atividade enzimatica no solo, sabe-se que os atributos microbiologicos sdo
sensiveis na percepcdo de mudancas na qualidade do solo, uma vez que se encontram
diretamente relacionadas com a ciclagem dos nutrientes no solo. A atividade enzimatica da [3-
glicosidase estd relacionada com o ciclo do carbono no solo, atuando na etapa final da
decomposicdo da celulose por hidrolisar os residuos da celobiose (TABATABALI 1994). Ja a
atividade da arilsulfatase esta envolvida no ciclo do enxofre (S) e por meio da mineralizacao da
forma organica libera sulfato, que ¢ a forma assimilavel pelas plantas (SCHINNER et al., 1996).
A atividade enzimatica da fosfatase acida se encontra relacionada com o ciclo do foésforo (P) no
solo.

De acordo com os resultados do presente estudo, a avaliagdo da atividade enzimatica
da B-glicosidase ndo demonstrou ser um atributo promissor no monitoramento inicial dessas
areas, uma vez que os valores da atividade dessa enzima em areas com estdgio inicial de
recuperagdo ou atingiram ou foram muito proximos daqueles encontrados nas areas de
referéncia. Diferentemente dos resultados verificados para a atividade da B-glicosidase, Silva
et al. (2018) verificaram que mesmo apo6s aproximadamente 11 anos do inicio da recuperagao
de uma érea degradada pela mineracdo de ferro, os valores observados para a -glicosidase
eram metade dos encontrados em area de mata nativa que nao sofreu processo de mineragao.
Chaer e Totola (2007) também encontram valores para atividade enzimatica da -glicosidase
muito superiores em area de mata nativa.

Por outro lado, a atividade da fosfatase em areas de plantio de S. multijuga demonstram
responder ao tempo de implantacdo do processo de recuperagao, indo de acordo com resultados
obtidos para a atividade dessa enzima em solos tropicais (HUANG et al., 2011; ZHANG et al.,
2015; TEIXEIRA et al., 2020). Entretanto, os resultados sugerem que atividade dessa enzima
tenha sido influenciada pelo preparo da area, com alta atividade sendo detectada inicialmente
em solos que receberam o plantio de C. myrianthum.

Areas com plantio de S. multijuga demonstraram também responder a atividade da
arilsulfatase ao longo do processo de revegetacdo, apresentando valores muito inferiores
aqueles verificados nas dreas referéncias. Diferentemente, em é&reas com plantio de C.
myrianthum, ndo se verificou resposta desse atributo. Isso € um indicativo que essa enzima pode
demorar mais tempo para sofrer modificacdes e um tempo mais prolongado de avaliacdo pode
levar a conclusdes mais robustas sobre essa varidvel. Em estudo realizado por Yada et al. (2015)
em solos degradados pela mineracdo de estanho s6 verificaram valores semelhantes para a

atividade da arilsulfatase entre uma 4rea de mata nativa e uma area em processo de recuperagao
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apods 10 anos do inicio da recuperagdo, demonstrando também a sensibilidade dessa enzima em
captar mudangas na qualidade do solo.

No presente estudo foi também verificado uma atividade diferenciada das enzimas
envolvidas na hidrolise do diacetato de fluoresceina nos solos construidos nas areas de plantio
do experimento. Em relagdo a hidrélise da DAF, no ensaio com C. myrianthum antes de
implantar o experimento na area, havia uma heterogeneidade muito grande entre os locais de
cada tratamento. Na segunda avaliacdo (300 DAT) foi possivel observar que essa atividade
passou por alteragdes em praticamente todos os tratamentos comparativamente ao tempo 0
DAT. Na ultima avaliacdo realizada (420 DAT) é possivel verificar que os tratamentos de
inoculacdo ndo modificaram significativamente os valores desse indicador de atividade
microbioldgica. Esses resultados podem indicar que houve maior influéncia da espécie (C.
myrianthum) nas mudangas verificadas na hidrolise do DAF no solo. Adicionalmente, essas
diferengas no preparo da area podem também ter ocorrido nas areas com plantio de S. multijuga,
nao havendo diferenga do primeiro tempo de avaliagdo para as demais, porém diferencas
significativas foram observadas entre as avaliagdes aos 300 e 420 DAT. Assim, ¢ possivel
observar que a revegetacdo influenciou na atividade microbiana do solo indicada pela hidrélise
do DAF mesmo com pouco tempo de recuperacao. Adicionalmente, ¢ também possivel verificar
que a hidrélise do DAF em solo com plantio de ambas as espécies arboreas foi muito menor
aquele verificado nas areas referéncias, mostrando-se uma variavel sensivel a ser considerada
no monitoramento da recuperagdo dessas areas. Venson et al. (2017) observaram em estudo em
areas degradadas pela extragdo de areia aluvial em processo de restauragdo, que a avaliacao da
DATF foi sensivel e que apresenta potencial de uso no monitoramento da recuperagdo dessas
areas degradadas como uma medida integrativa.

Ja em relagdo a RB do solo, em areas com plantio de C. myrianthum, os maiores valores
foram verificados na ultima avaliagdo (420 DAT). Em areas com plantio de S. multijuga, a
maioria dos tratamentos apresentaram aumento da atividade aos 300 para os 420 DAT, nao
apresentando diferenga entre esses tratamentos no ultimo periodo de avaliagdo. Os menores
valores observados nos resultados obtidos para RB em ambas as espécies, podem estar
relacionados com uma menor precipitacao verificada nesse periodo. De uma forma geral, os
valores médios obtidos no presente trabalho sao similares aqueles encontrados em uma area de
mineracgdo de carvao em processo inicial de recuperagdo (2 anos) por Silva et al. (2019). Nesse
estudo os autores verificaram que mesmo ap6s 12 anos ap6s inicio de recuperagao de uma area

degradada pela mineragdo de carvao, os valores de respiracao basal do solo ainda eram pelo
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menos quatro vezes menores que na area referéncia, que se tratava de uma APP com ocorréncia
natural de uma espécie arborea (Mimosa scabrella), com altos teores de MO no solo.

O ¢COy apresentou comportamento semelhante a respiragdo basal do solo nas
respectivas espécies vegetais. Segundo Anderson e Domsch (1990) baixos valores para gCO»
estdo relacionados com areas que se encontram em um estagio avancado de equilibrio. Os
resultados obtidos nesse trabalho em relagdo ao quociente metabdlico estdo dentro da faixa de
valores observados por Silva et al. (2019). Nesse mesmo trabalho, os autores observaram que
0 quociente metabolico na area apds 12 anos do inicio da recuperagdo atingiu os valores
observados na area referéncia de remanescente florestal. Entretanto, no presente trabalho foi
verificado aumento no gCO> aos 420DAT em areas com plantio de C. myrianthum, ndo sendo
verificadas diferengas entre os tratamentos de inoculacdo. De uma forma geral, seja pelo curto
tempo de avaliacdo desde o inicio da implantagdo do processo de revegetagcdo, seja pelo
intervalo sazonal de avaliagdo utilizado, os valores verificados sdo superiores aqueles
encontrados nas areas referéncias.

Na regido carbonifera de Criciima, os resultados encontrados ddo indicios que o
processo de vegetagdo vem recuperando com éxito determinados atributos microbiologicos do
solo, os quais seriam os Ultimos a serem recuperados em areas em processo de reversao da
degradacao. Estes por sua vez, tanto sdo influenciados pelo processo como também podem
influencia-lo pela sua participagdo na melhoria nos atributos quimicos e fisicos do solo e até
mesmo pela propria interagdo existente no meio biodtico do solo, fornecendo, portanto, suporte

para a sucessao ecologica nestes locais.
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7.5 CONCLUSOES

A coinoculacao de MIX+FMA aumentou a taxa de sobrevivéncia nas mudas de S.
multijuga, bem como foi capaz de afetar positivamente, em um curto intervalo de tempo, a
biomassa microbiana do solo, especialmente o nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) com
plantio das espécies avaliadas no presente estudo (C. myrianthum e S. multijuga).

A atividade da fosfatase, e da arilsulfatase e da hidréolise do DAF e a biomassa
microbiana do solo demonstram ser potenciais indicadores sensiveis para o monitoramento de
areas degradadas pela mineragcdo de carvdo em processo de recupera¢do uma vez que nao
atingiram os valores das areas referéncias e apresentaram incrementos significativos ao longo
do tempo de avaliacao. Variaveis relacionadas a atividade microbiana do solo como a respiragao
basal e o quociente metabolico demonstram ser mais sensiveis a sazonalidade.

O monitoramento das areas a longo prazo pode demonstrar o potencial da inoculagao
de MPCV em variaveis biométricas das espécies vegetais utilizadas nos programas de
revegetacdo de 4reas degradadas pela mineragdo de carvdo em processo de recuperagdo, bem
como em melhorias nos atributos microbioldgicos relacionados aos ciclos biogeoquimicos do
solo, como a atividade enzimadtica, auxiliando a estabelecer relacdes com o processo de

sucessao desses locais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A pratica de coinoculagdo de MIX+FMA (Rhizobium sp. (UFSC-B8) + Pseudomonas
sp (SCS5) + Pantoea (MSR2) + inoculante comercial a base de fungo micorrizico Rhizophagus
intraradices) deve ser avaliada para as demais espécies vegetais utilizadas em programas de
regevetacdo de areas degradadas pela mineragdo de carvao, uma vez que, apresentou resultados
positivos na sobrevivéncia das mudas de Senna multijuga e na biomassa microbiana do solo em
area de mineragao de carvao em processo inicial de recuperagao.

Estudos futuros visando a coinoculagdo de R+E1+F (Rhizobium sp. (UFSC-B8) +
Pseudomonas sp (SC5) + inoculante comercial a base de fungo micorrizico Rhizophagus
intraradices) em mudas de Mimosa scabrella e a coinoculacao de E1+E2+F (Pseudomonas sp
(SCS5) + Pantoea (MSR2) + inoculante comercial a base de fungo micorrizico Rhizophagus
intraradices) em mudas de Schinus terebinthifolius a fim de verificar o potencial dessas
combinagdes em promover o crescimento das respectivas espécies em condi¢des de viveiro € a
campo.

O monitoramento das areas experimentais a longo prazo pode trazer uma melhor
compreensdo sobre os efeitos da inoculacdo de microrganismos promotores do crescimento

vegetal no crescimento das espécies arboreas avaliadas e nas melhorias na qualidade do solo.
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ANEXO A — Autorizaciao do Ministério Publico Federal para a realizacao de
experimento em Area de Preservacio Permanente (APP) no municipio de Treviso —

Area III/Rio Pio

PROCURADORIA DA REPUBLICA EM CRICILIMA

ATA DE REUNIAO

Ans 26 dias do més de junho de 2018, as 14 horas, esfiveram presentes na
Procuradoria da Republica de Cricidima, em reunido com o Procurador da Repdblica
DERMEVAL RIBEIRO VIANNA FILHO e o engenheiro Ambiental Tiago Luiz Costa
da Silva, represantantes da CPRM, senhor Albert T. Cardoso @ Giovani de Costa, da
UFSC, Professor Claudio Scares € Binloga Edilane Rocha Micolete, da empresa
Retroterra Sr. Mey Colombo, para discutir uso de parte de uma area &m recuperacao
sob responsabilidade da Uniso (Area IlI-Rio Pio) para fins de pesquisa pefa
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Resume da reunido: Iniciada a reunifo, explancu-se o objetive do estudo da UFSC
“wisa verificar as melthores espécies vegelais para uliizagio em projefos de
recuperagiio ambiental em dreas onde houve exploragio de carvdo”. Solicitou-se a
autorizagfo de utiizaglo de parte da drea para realizagio de experimento em Rio
Pio, deixando temparariamente parte da APP préxima ac Rio Pio apsnas com
vegelacio rasteira, bem como um pequena poligono fora da APP O projeio de
estudo visa promover a introducio de microorganismos para estimular o processo
de crescimento de espécies vegetais. Seriam produzidas 2.000 mudas de 4
espécies pioneiras. Detalhou-se que as areas de 215 x 28 metros de APP, onde
houve a retirada de rejeitos, sera utilizada para a introdugio de arboreas e a drea de
50 x 50 metros, fora da APP, com recompactagio de argila sobre camada de
estéreis, samente para arbustivas e espécies herbaceas. Solicitou-se a dilacéo do
prazo para conclusdo das obras nessas dreas, para que ocora o plantio das mudas
em janeiro de 2019 (o restante das obras serd finalizado ainda em 2018). Foi
informada que o projeta piloto poderd, eventualemnie, ser utilziado para recuperagan

ambiental em outras dreas degradadas. O Rrocuradaor da Mpﬂy@x@mm que a8 [)A
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acao fosse comunicada & comunidade envolvida a fim de deixa-la ciente acerca das
medidas e experimentos, além do que os proprietarios devem estar cientes da
intervengao,

Restou decidido que serd concedida a prorrogagdo do prazo para conclusdo das
obras nas areas mencionadas, devendo a CPRM e os representantes da UFSC
apresentarem o projeto, com o cronograma, ao Procurador da Replblica.

Nada mais havendo, fol encerrada a reunido.
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