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RESUMO

No sul de Santa Catarina, cerca de 6700 hectares
encontram-se degradados pela atividade de mineracéo de
carvdo. Para a recuperacdo destas areas € proposta a
implementacéo do processo de revegetacdo. Entretanto, as
espécies  vegetais apresentam  dificuldades  no
estabelecimento nessas areas devido as condigbes
adversas do solo. Neste contexto, a adicdo de substratos
gue melhorem as condi¢cdes do solo como o biocarvao, o
qgual confere a capacidade de aumentar o pH dos solos
acidos, aumentar a capacidade de retengdo de &gua do
solo, aumentar o teor de carbono e reduzir a lixiviacdo de
elementos contaminantes. Além disso, a utilizacdo de
plantas pioneiras inoculadas com fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) pode ajudar na implantacdo de
cobertura vegetal nestes locais, devido ao favorecimento
na absor¢éo de elementos pouco méveis no solo como € o
caso do fosforo (P). O objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia do biocarvdo e da adubacdo fosfatada na
simbiose de FMA em mudas de bracatinga (Mimosa
scabrella), e cedro rosa (Cedrella fisillis), destinadas a
programas de recuperacdo de dareas degradas pela
mineracdo de carvdo. Para isso, dois experimentos
independentes foram conduzidos em casa de vegetacdo do
Laboratério de Microbiologia do Solo da UFSC. Em um
primeiro ensaio foi avaliada a influéncia do biocarvao na
simbiose FMA-Planta seguindo delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5 X 5: com cinco
concentracbes de biocarvao misturado no solo (0%, 1%,
2,5%, 5%, 10% v/v) e cinco tratamentos de inoculagdo com
FMA (Acaulospora morrowiae SCT400A, Gigaspora albida
SCT200A, Rhizophagus clarus RJ102A, a mistura dos trés
FMA e um tratamento controle sem propagulos de FMA)
em bracatinga e cedro por 15 semanas. No segundo
ensaio foi avaliada a interacdo FMA-planta em diferentes
concentragbes de P no solo seguindo delineamento
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 6 X 3: seis
tratamentos de inoculacio de FMA (Acaulospora



morrowiae SCT400A, Gigaspora albida SCT200A,
Rhizophagus clarus RJ102A, Acaulospora colombiana
SCT115A, Claroideoglomus etunicatum SCT115A e um
tratamento controle ndo inoculado) e trés concentracdes de
P no solo (0 mg kg™ P solo, 50mg kg™ P solo e 200mg kg™
P solo) por 13 semanas. As variaveis avaliadas foram: pH
do solo, colonizacdo micorrizica, nimero de esporos no
solo, altura da planta, didmetro do caule, biomassa da
parte aérea e teor e acumulo de P nas folhas. Neste estudo
encontrou-se que as plantas tiveram um crescimento maior
quando foram inoculadas e quando foi adicionado o
biocarvao no solo. As plantas de cedro apresentaram maior
crescimento nas doses altas de biocarvdo, enquanto que
maiores doses de biocarvdo foram prejudiciais no
crescimento da bracatinga. Além disso, os FMA tiveram
comportamentos diferentes para cada espécie vegetal,
sendo o0s tratamentos com A. morrowiae 0S que
apresentaram maior colonizacdo micorrizica e crescimento
na bracatinga e os tratamentos com R. clarus no cedro.
Também, se verificou que a falta ou o excesso de P no
solo podem inibir a colonizac&o micorrizica e o crescimento
das mudas. Quando os FMA foram inoculados num solo
sem esterilizar o crescimento vegetal ndo apresentou
diferencas significativas com o tratamento controle. Em
conclusdo encontrou-se que os FMA junto com o biocarvao
e a adubacédo de P sdo uma ferramenta Util nos processos
de revegetacao.

Palavras-chave: revegetagdo; fungos  micorrizicos
arbusculares; biocarvao; adubacao de fasforo.



ABSTRACT

In the south of Santa Catarina’s state, near of 6700 ha are
presently degraded due coal mining. In order to the
recovery of these land was proposed the implementation of
revegetation process. Meanwhile, the plant species face
difficulties growing in these lands due to the adverse soil
conditions. With this aim on mind, the addition of substrates
that could enhance soil conditions like biochar, which
contribute to increasing the pH in acid soils, enhance water
holding capacity, as well as enhance soil carbon
sequestration and prevent lixiviation of potential
contaminants. In addition, pioneering plants inoculated with
arbuscular mycorrhizal fungi (FMA) could help in the
implementation of vegetation cover in these lands, because
produce an increase in the absorption of low-mobile
elements like phosphorus (P). This project aiming to
evaluate the influence of biochar and phosphorus soil
addition in the symbiosis of AMF in bracatinga (Mimosa
scabrella) and cedar (Cedrela fissilis) for recovery
degraded lands due coal mining programs. This was
carried out in two independent experiments at greenhouse
in Laboratorio de Microbiologia do Solo at UFSC. In the first
experiment was tested the influence of biochar in AMF-
Plant symbiosis in a completely randomized factorial design
5 X 5 with five concentrations of biochar mixed in soil (0%,
1%, 2,5%, 5%, 10% v/v) and five inoculation AMF
treatments (Acaulospora morrowiae SCT400A, Gigaspora
albida SCT200A, Rhizophagus clarus RJ102A, a mix with
the tree AMF anda treatment without AMF propagules) in
bracatinga and cedar for 15 weeks. For the second
experiment was tested the interaction AMF-Plant with
different doses of P in soil in a completely randomized
factorial design 6 X 3: six AMF inoculation treatments
(Acaulospora morrowiae SCT400A, Gigaspora albida
SCT200A, Rhizophagus clarus RJ102A, Acaulospora
colombiana SCT115A, Claroideoglomus etunicatum
SCT115A and an no-inoculated treatment) and three P
doses in soil (0 mg kg™ P of soil, 50mg kg™ P of soil e



200mg kg* P of soil) for 13 weeks. Variables assessed
were soil pH, AMF root colonization, number of spores in
soil, plant height, stem diameter, above ground biomass
and P content and accumulation. In this study were found
that plants grew more when were inoculated with AMF and
were planted with biochar in the soil. Cedar plants grew
better in the higher biochar doses, while high doses were
prejudicial for bracatinga. Besides that, AMF shown
different performance for each plant specie being
treatments with A. morrowiae the one that shown higher
root colonization and plant growth in bracatinga and the
ones inoculated with R. clarus in cedar. Also found that the
lack and excess of P in soil could inhibit both plant and
AMF development. When the AMF were inoculated in a non
autoclaved soil with native AMF, plant growth did not
shown differences with the non-inoculated treatment. In
conclusion AMF, biochar and P addition are a useful tool in
revegetation process.

Key words: revegetion; arbuscular mycorrhizal fungi;
biochar; phosphorus soil adition
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JUSTIFICATIVA

A lavra de carvdo mineral a céu aberto nos Estados
de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, nas décadas
passadas, ndo foram desenvolvidas com um adequado
planejamento nem observados os padrdes de recuperacao
necessarios e indispensaveis para manter a qualidade do
meio ambiente no entorno das &reas mineradas. As
propriedades fisicas destas &reas e a baixa reserva de
nutrientes essenciais ao desenvolvimento das plantas
impdem severas restricbes ao seu uso agricola e florestal,
especialmente por um elevado grau de desestruturacao,
pH &cido, toxicidade de elementos-traco e textura bastante
friavel, sendo muito suscetivel a processos erosivos. Além
disso, nota-se que a exposicdo desses materiais as
condi¢cbes atmosféricas e, consequentemente, dos seus
minerais sulfetados, possibilitam a formac&o de drenagem
acida, provocando a alteracdo da qualidade das aguas pela
diminuicdo do pH, afetando as &guas subterraneas e
superficiais dos rios, situagdes estas comumente
encontradas em areas de mineracdo abandonadas na
regido de Criciima-SC.

Atualmente, o processo de recuperacdo de areas
impactadas pela mineracdo de carvao no estado de Santa
Catarina prevé o Diagnostico Ambiental e o Projeto
Executivo, sendo o primeiro bastante pesquisado nos
dltimos anos, enquanto o0 segundo se encontra em estagios
iniciais de implantacdo em varias areas. O Projeto
Executivo prevé atividades como a conformagcédo da
topografica e construcdo de redes de drenagem,
isolamento dos materiais contaminantes, reconstrucdo do
solo e implantagdo de projetos de revegetacao, incluindo
cobertura herbacea e arbérea (Brasil, 2013). Nos solos
degradados ou naqueles reconstruidos, observa-se intensa
remocdo dos horizontes superficiais do solo com
consequente reducdo da matéria organica contida nesta
camada, causando sérios problemas na estrutura,
disponibilidade de agua e atividade biolégica do solo, o que
prejudica o suprimento de nutrientes essenciais como o P,
S e principalmente N. Desta forma, ha a necessidade de
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adubacbes frequentes nos locais em recuperacao para que
0 processo de revegetacdo seja satisfatorio. Neste
contexto, as simbioses radiculares como as associacdes
com micorrizas podem representar uma importante
ferramenta na revegetacdo de solos impactados pela
mineracdo, pois contribuem para o crescimento e
estabelecimento de espécies vegetais nestes ambientes
aumenta a eficiéncia do uso de agua e nutrientes do solo e
podem facilitar o estabelecimento de outras espécies
vegetais mais exigentes. Além disso, o emprego do
Biocarvao pode favorecer o estabelecimento das espécies
vegetais e das comunidades microbianas do solo, as quais
possuem papéis fundamentais no funcionamento do solo.
Entretanto, a maioria destes beneficios foram, até o
momento, constatados em solos agricolas e poucos
estudos foram realizados em é&reas impactadas,
especificamente em areas sob deposicdo de rejeitos de
mineracdo de carvdo. Desta forma, espera-se que a
aplicacdo de microrganismos selecionados via inoculacéo
de sementes e producdo de mudas, aliado a introducéo do
biocarvao e foésforo (P) possam contribuir eficientemente
para a recuperacdo das areas impactadas, sendo este o
objeto de estudo do presente projeto.

22



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impactos ambientais gerados pela mineracdo do
carvao

O carvdo mineral é considerado o combustivel féssil
mais abundante no planeta, tendo grande importancia na
producao de energia elétrica (WCI, 2005). A extracdo de
carvao mineral representa uma importante atividade para o
sistema elétrico brasileiro (setor termoelétrico) com
producao de energia superior a 3.000 mega watts, além de
ser usado na industria cimenteira e petroquimica, na
producdo de papel e celulose. As reservas no Brasil
atingem 32,6 bilhdes de toneladas e correspondem a 50%
dos recursos energéticos ndo renovaveis do pais, sendo as
reservas concentradas nos estados do Rio Grande do Sul
e Santa Catarina (CPRM, 2010).

No estado de Santa Catarina, a extracdo de carvéo
mineral é realizada principalmente nas cidades de
Cricima, Forquilhinha, Icara, Lauro Miller, Maracaja,
Morro da Fumaca, Siderépolis, Treviso e Urussanga, na
Bacia Carbonifera de Santa Catarina. Esta bacia,
localizada a sudeste do estado, compreende uma faixa de
aproximadamente 95 km de comprimento por 20 km de
largura, localizada entre a Serra Geral (a oeste) e 0 macico
granitico da Serra do Mar (a leste) (BELOLLI et al., 2002).
Nesta regido encontra-se a segunda maior reserva do
minério no Brasil, com 3,4 bilhdes de toneladas (GOMES et
al., 2003).

No Brasil as principais jazidas de carvdo encontram-
se na regido sul, nos estados de S&o Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. O estado que possui a maior
guantidade de carvao é o Rio Grande do Sul o qual possui
89,25% do carvao, seguido por Santa Catarina com o
10,41% (Img 1), Parana com o 0,32% e S&o Paulo com
0,02% (CPRM, 2002).

Desde o comeco do século XIX os tropeiros que
vigjavam do Rio Grande do Sul até Minas Gerais,
descobriram as jazidas de carvdo mineral em Santa
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Catarina. Estes usavam o carvdo principalmente como
combustivel para esquentar-se. Com o0 tempo, esse
descobrimento fez que o Rei Jodo VI iniciasse, em 1832, a
primeira tentativa de exploragcdo do mineral em Santa
Catarina (VITTORETTI, 1992).

As primeiras tentativas de fazer mineracdo em
grande escala no estado foram abandonadas pouco tempo
depois de comecadas, devido as grandes distancias que
havia entre as minas de Laguna e 0s portos. Isso gerou
uma dependéncia econémica de Portugal, até a renlncia
da coroa de Pedro I, em 1831, momento a partir do qual se
iniciou uma crise politica no pais e um abandono da
mineracao.

LY
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Img 1: Regido carbonifera no estado de Santa Catarina (Oliveira
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etal., 2011).

Em 1861 retomaram-se os trabalhos para a
exploracdo das minas por meio do Felisberto Caldeira
Brand Pontes e James Johnson que por meio de
investidores ingleses iniciou em 1874 a construcdo da
estrada de ferro que iria desde Imbituba ate Minas. Em
1885 foi entregue a primeira linha que comunicava o
municipio de Lauro Miiller e o porto da Laguna ajudando
assim na criagcdo da companhia mineira The Tubar&o Coal
Mining Company LTDA em 1886 (ABCM, 2009). Ainda
nesse ano, foi feita a primeira exportacdo de carvéo para
Buenos Aires —a primeira e Uultima durante um longo
periodo, devido as grandes perdas que representou para a
empresa mineira. Isso devido a que o preco de venda ndo
superou o0 equivalente a um quarto dos custos de
producédo. Como consequéncia disso, a exploracdo mineira
parou e a estrada de ferro foi quase abandonada até1890,
apos a formacao da Republica. (BELOLLI et al., 2002).

Em 1918, o governo autorizou a concessdo de
empréstimos para empresas com uma producdo maior a
15 toneladas por dia. Essa lei foi impulsada,
principalmente, pelo impedimento de exportacdo de carvéo
da Europa imposto durante a primeira guerra mundial,
exportacdo que antes da guerra se caracterizava por ser
mais barata e de melhor qualidade (OLIVEIRA, 2006). Com
o fim da guerra as exportacbes foram normalizadas e, em
consequéncia, a produgcédo nacional voltou a decair, sendo
abandonadas véarias minas. Em 1931, ja com Getulio
Vargas no poder, se impulsou uma lei para que pelo menos
0 10% (que posteriormente foi o 20%) do carvao usado na
industria fosse nacional o que gerou a criagdo de varias
empresas carboniferas (GOULARTI FILHO, 2009).

Na segunda guerra mundial acontece novamente o
mesmo fenbmeno da primeira guerra, onde foi impossivel
importar o carvao, pelo qual a producéo nacional teve que
suprir a demanda ocasionando um crescimento econémico
para o setor de 300% facilitando assim que o Brasil
pudesse exportar 0 carvdo a precos mais competitivos
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(COSTA, 2000). Foi entdo, em 1946, quando se criou a
Companhia Siderdrgica Nacional, que marcou um
momento importante do processo de industrializacdo do
Brasil (CSN, 2008). Entre 1953 e 1970 o governo apoiou a
iniciativa de obter energia elétrica do carvéo, destacando
em 1960 a construcdo da termelétrica Jorge Lacerda, que
posteriormente seria Tractebel. Esta, hoje, € uma das
maiores termelétricas da América Latina e uma base
importante para a economia da regido carbonifera de
Santa Catarina (GOULARTI FILHO & MORAIS, 2004). O
governo manteve sempre o0s subsidios para as
carboniferas que seguiram crescendo depois das crises
energéticas mundiais de 1976 e 1979. Cabe anotar que
isso garantiu as condicbes para que a industria
continuasse se posicionando (SIECESC, 2008). Esses
beneficios foram mantidos até 1990, quando foi assinada a
Portaria Federal 801, em que o governo retirou todos os
subsidios para as carboniferas. Como pode se supor, essa
medida impactou o setor, ocasionando o abandono de
varias minas e projetos. Essa crise viu-se aprofundada com
0 problema ambiental que trouxe a mecanizacdo da
extracdo de carvdo, que teve entre suas manifestacdes o
envenenamento de cultivos de arroz em Ararangua e a
perda e o retrocesso da economia do setor pesqueiro no
complexo Lagunar de Santo Anténio (FATMA, 1983).

Os problemas ambientais seguiram crescendo pela
exportacdo mineira e a falta de controles nas minas
abandonadas o que fez que no ano de 2006 as empresas
carboniferas se comprometeram pelo Termo de Conduta
com a Fundacdo Meio Ambiente a reduzir o impacto
ambiental gerado num prazo de 12 meses (PRSC, 2007).

Apesar do importante papel do carvdo na economia
do sul do Estado de Santa Catarina, 0 impacto ambiental
causado pela exploragdo € também expressivo, sendo
considerada &rea critica nacional para fins de controle de
poluicdo (BRASIL, 1980). A mineragdo a céu aberto é uma
das atividades produtivas que causa as maiores mudancas
nos ecossistemas afetados, devido ao desmatamento,
remocado de solo e modificacdes topograficas sobre areas
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relativamente grandes. Além desses efeitos diretos,
desencadeia outros indiretos, como o0 aumento da
susceptibilidade a eroséo, poluicdo de corpos d'agua, a
migracdo da fauna e a perda do valor paisagistico (Img

3)(BARTH, 1989; SANCHEZ e FORMOSO, 1990).

LEGENDA
AREAS OF
RECUPER
RESPONG

Img 2: Areas degradadas da regido carbonifera de Santa
Catarina (APPI et al., 2010).

As atividades de mineracdo de carvao alteram fisica,
guimica e biologicamente os ecossistemas associados as
areas mineradas, pondo em risco o solo, a biota e os
recursos hidricos (SOARES et al.,, 2008). Dentre os
impactos fisicos tém-se aqueles ocasionados pelo
processo de lavra, ocasionando a destruicdo da estrutura
do solo, pela remoc¢ao da vegetacéo da superficie, a fim de
se ter acesso a camada de carvdo. No entanto, do ponto
de vista quimico, a drenagem &acida de mina (DAM)
representa um dos maiores problemas ambientais da
exploracdo de carvao, principalmente no estado de Santa
Catarina (SILVEIRA et al.,, 2007). DAM ¢é gerada pela
oxidagao da pirita e a formacao de &cido sulfarico, sulfato e
ions ferroso e férrico, catalisados principalmente pelas
espécies bacterianas Acidithiobacillus ferrooxidans e
Thiobacillus denitrificans (RUBIO, 1998). O resultado desse
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processo oxidativo é a reducdo acentuada no pH do solo,
atingindo valores inferiores a 4,0. Nessas condi¢cbes de
acidez, grande parte dos compostos contendo elementos-
traco é solubilizada, ficando passiveis de lixiviagdo e
contaminacdo de mananciais de agua, além de dificultar o
estabelecimento da vegetagcdo no local contaminado (DIAS
et al., 2005).

Calcula-se que exista na regido sul do estado de
Santa Catarina cerca de 6.700 ha de areas degradadas
pela mineracdo e que 2/3 dos cursos d’agua estejam
comprometidos pela DAM e pela deposicao de rejeitos nos
aquiferos (JICA, 1997). Como resultado do processo de
mineragdo nessas areas, a fertilidade do solo também
encontra-se severamente afetada. Além disso, devido a
remocdo da vegetacdo, ha mudancas das paisagens com
marcado impacto sobre a biodiversidade da regido. Dessa
forma, a intervencdo antrOpica para sua recuperacdo €
imprescindivel (STAHL et al., 2002; GONCALVES, 2008).

Img 3: degradacéo devida a mineracéo de carvao

Em qualquer atividade de mineracéo, a reversado da
degradacdo pode ser obtida por meio de varios processos
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de recomposicéo (SIQUEIRA et al., 1994). Segundo Dias &
Griffith (1998), a recuperacdo de areas degradadas pode
ser conceituada como um conjunto de acoes, idealizadas e
executadas por profissionais de diferentes areas, que
visam proporcionar o restabelecimento de condicbes de
equilibrio e sustentabilidade existentes anteriormente em
um sistema natural. Os tratamentos fisico-quimicos
convencionalmente utilizados para a recuperacao de areas
degradadas apresentam varias limitacdes. Geralmente sao
custosos, de eficacia limitada e podendo afetar de forma
irreversivel as propriedades do solo, estimulando o
desenvolvimento de novas tecnologias (DELGADILLO et
al., 2011).

A restauracd@o e a reabilitacdo ecoldgica constituem
préticas interessantes para reduzir a vasta extensao de
terras degradadas (BRADSHAW, 1987). A restauracdo €&
alcangada quando a area recuperada apresenta
caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes ao
ecossistema existente antes da intervengdo antropica. Isso
geralmente é um objetivo muito dificil, pois exige uma
profunda compreensdo do ecossistema. Em contraste, a
reabilitacdo é geralmente uma meta mais viavel ja que o
objetivo é conseguir condicdes semelhantes, mas nao
necessariamente iguais ao (que existia antes da
perturbacdo (PYWELL et al.,, 2003). A reversdo da
degradacao visa reduzir os impactos sobre a qualidade e
funcionalidade dos ecossistemas e isso exige uma agao
multidisciplinar que pode ser demorada em fungdo da
complexidade e do grau de perturbacdo ao qual o solo foi
submetido (LAMB et al., 2005).

A revegetacdo é uma alternativa de baixo custo de
implantacdo e manutencdo que auxilia no processo de
recuperacdo de areas degradadas em que sédo adotadas
medidas para a implantagcdo de uma cobertura vegetal,
visando ndo somente a recuperacdo paisagistica, mas
também o controle dos processos erosivos e recuperacao
das propriedades do solo (NASCIMENTO & BIONDI, 2008;
SIQUEIRA et al., 2008). A revegetacdo de areas
degradadas estabiliza a area, protege o solo e garante o
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aporte de material organico ao solo, amenizando os fatores
adversos a sucessdo vegetal (BROWN & LUGO, 1994;
SILVA JUNIOR et al., 1995), constituindo-se em um
importante processo recuperador. A manutencdo da
cobertura do solo propicia também outros beneficios, tais
como; protecdo contra a radiacdo solar, mantendo as
temperaturas mais baixas, reduzindo a perda de agua por
evaporacdo; maior ciclagem de nutrientes, além de
beneficiar a atividade biologica (GASSEN & GASSEN,
1996).

Estudos mostram que para a recuperacdo de areas
devastadas pela mineracdo € necessario 0 planejamento
adequado do processo de reabilitacdo, o que permite
reduzir o tempo de exposicdo ao impacto, assim como
restituir potencialmente a diversidade biolégica e a
produtividade do ecossistema (SANCHEZ et al., 2003).
Nesse contexto, é essencial a utilizacdo de espécies de
plantas capazes de se adaptar a esses solos degradados.
No entanto, ha dificuldade em se implantar uma cobertura
vegetal nesses locais devido principalmente a baixa
disponibilidade de nitrogénio e fésforo, e as condicbes
fisicas do solo inapropriadas para o crescimento vegetal
(FERRARI e WALL, 2004).

A recuperacdo deve visar ainda a criagdo de um
ambiente propicio a proliferacdo de uma biota diversa e
ativa no solo, iniciando os processos funcionais que levam
a recuperacédo. As plantas, por meio da adicdo de material
organico e efeito rizosférico, sdo agentes catalisadores e
VAarios processos essenciais a recuperacao das funcdes do
ecossistema, especialmente dos organismos e processos
microbianos do solo.

As espécies vegetais selecionadas para implantacao
devem se adaptar bem as condicdes prevalentes de solo e
ambiente, sendo ainda ideal que estas espécies
apresentem capacidade de fixagdo do N2 atmosférico, em
razdo da caréncia desse nutriente na maioria dos solos
degradados (SIQUEIRA et al, 2008). Com isso, a
introducdo de plantas em associagdo com comunidades
manejadas de micro-simbiontes, como fungos micorrizicos
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arbusculares (FMA) e bactérias fixadoras de N2 (BFN),
constitui uma promissora ferramenta biotecnolégica para
auxiliar na revegetacdo de ambientes e ecossistemas
degradados (DONNELLY & FLETCHER, 1994; FRANCO et
al., 1995; FRANCO & FARIA, 1997; MEHARG & CAIRNEY,
2000; REQUENA et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2007).

No sul do estado de Santa Catarina, além de
numerosas APP (Areas de Preservacdo Permanente),
existem extensas &reas compostas por pilhas de rejeitos
(consideradas no APP). Nessas zonas recomendam-se
espécies vegetais que ndao comprometam @ a
impermeabilizacdo dos rejeitos, o seja, ndo podem ter
sistema radicular profundo como, por exemplo, as
leguminosas (BRASIL, 2013).

As é&reas de preservacdo permanente segundo 0s
art. 2° e 3° do caddigo forestal brasileiro sdo as areas onde
independentemente de sua cobertura vegetal se procura
proteger os recursos hidricos, a paisagem, a estabilidade
geoldgica, a biodiversidade, o fluxo génico de fauna e flora,
0 solo e assegurar o bienestar das populacbes. Estes
podem ser considerados espacos territoriais especialmente
protegidos como instrumentos de relevante interesse
ambiental, que visa o desenvolvimento sustentavel das
presentes e futuras geragdes (SOUZA, 2015).

O cadigo florestal tem diferentes classificacfes para
as APPs de acordo com as caracteristicas de cada é&rea.
Por exemplo, os cursos d’agua, podendo ser perene ou
intermitente a normativa considera a conservacdo da
vegetacdo sem importar sim é numa zona rural o urbana.
Pelo contrario para as nascentes a lei exige a protecdo de
um raio minimo de 50 metros no entorno sem importar o
estado onde este localizada. Esta faixa e o que se
considera minimo para garantir a protecéo do recurso. As
nascentes se consideram essenciais para a garantia do
sistema hidrico que também por adigdo ajuda a conservar
a cobertura vegetal.

Estes locais tém maior sensibilidade ambiental, por
sua importancia ecossistémica. Para a revegetacao dessas
areas recomenda-se a introducao de leguminosas arbéreas
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nativas (BRASIL, 1994). Nesse sentido, varios projetos
tém-se desenvolvido com a espécie Mimosa scabrella
(bracatinga) visando a recuperacdo de solos degradados
(MELLONI et al, 2004; REGENSBURGER, 2004,
CARNEIRO et al., 2008; SATURNO et al., 2009).

A bracatinga (Mimosa scabrella) e o cedro (Cedrela
fissilis) sdo espécies que apresentam facilidade de
estabelecimento em areas degradadas, sendo comumente
utiizadas em programas de recuperacdo pela SATC
(antiga Sociedade de Assisténcia aos Trabalhadores do
Carvao hoje Associacdo Beneficente da Induastria
Carbonifera de Criciuma). Além disso, varias pesquisas
tém demonstrado respostas benéficas da inoculacdo de
rizobios e FMA no crescimento e nutricdo mineral destas
espécies em solos degradados pela mineracdo de carvdo
(MOURA et al., 2016; STOFFEL et al, 2016). Apesar de
estas espécies serem frequentemente produzidas nos
viveiros da SATC e utiizadas em programas de
revegetacdo de areas de APP na regido de Criciima-SC,
as mesmas ndo recebem inoculacdo intencional de
agentes microbianos benéficos ao seu crescimento,
necessitando-se, desta forma, de grandes quantidades de
fertilizantes para a obtencdo de mudas de qualidade.

A familia Leguminosae ou Fabaceae engloba
espécies importantes na alimentacdo animal e humana,
muitas fazem parte ha milénios da cultura de diferentes
povos na América. E a terceira familia em nimero de
espécies (cerca de 18.500), ap6s o Compositae e
Orquidiaceas. Distribuem-se em mais de 650 géneros e
podem ser encontradas nos mais variados habitats, do
artico aos tropicos. A familia inclui arvores, arbustos e
herbaceas, divididas em trés subfamilias, Cesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilionoideae. A sua capacidade para
associar-se com bactérias fixadoras de nitrogénio € uma
caracteristica muito interessante do ponto de vista da
colonizacdo dos solos pobres, da melhoria ou a
regeneracdo dos degradados, além da sua utilizacdo em
préticas agricolas (PASCUAL, 2003).

A bracatinga e uma arvore perenifélia, com 4 a 18 m
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de altura (CARVALHO, 1983). E nativa do sul do Brasil
encontrando-se desde Minas Gerais ate Rio Grande do Sul
(EMBRAPA, 2003). A bracatinga é uma arvore muito
comum na vegetacdo secundaria, pricipalmente nas
capoeiras, mas pode-se destacar que possui a capacidade
de crescer em terrenos nus com alta ocorréncia de
radiacdo, podendo crescer também como vegetacao
primaria (BAGGIO et al.,, 1995). A Bracatinga, além de
conseguir crescer em areas sem vegetacdo, tem a
capacidade de realizar simbioses com fungos micorrizicos
arbusculares e bacterias fixadores de nitrogénio (MOURA
et al.,, 2016; STOFFEL et al, 2016). Em estudo realizado
em areas de mineracdo de bauxita em Pocos de Caldas,
Carneiro et al. (2008) verificaram que areas revegetadas
com M. scabrella apresentaram teores de N-total no solo
de 1,11 g kg? de solo apés 19 anos, sendo esse valor
semelhante ao da area referéncia ndo degradada.

Por outro lado, o cedro-rosa (Cedrela fissilis Vell.
(Meliaceae)) € uma espécie arbdérea nativa da Ameérica
Latina. Pode atingir até 40 m de altura e 200 cm de
didmetro, sendo considerada como uma espécie arbérea
secundaria inicial, mas pode ser encontrada como floresta
primaria nos solos degradados. No Brasil esta espécie se
distribui na Amazbnia, Cerrado e Mata Atlantica
(SAKURAGUI et al. 2010). Esta espécie é altamente
estudada em condi¢cbes de exposicdo a metais pesados.
Trabalhos tém demonstrado que que o cedro tem
capacidade de crescer em solos com altos teores de Cd,
Pb e Ni (PAIVA et al., 2002), o que torna esta espécie uma
boa opcéo para a recuperacéo de areas degradadas com
altos teores de metais pesados. Além disso, Souza et al.
(2006) demostrou elevado grau de dependéncia micorrizica
dessa espécies Rizophagus clarus e isso pode ter relacao
com a morfologia radicular que se apresenta com poucos
pélos radiculares que sdo importantes para a absorgdo de
nutrientes (SAKURAGUI et al. 2010).

33



2.2. Fungos Micorrizicos Arbusculares em Solos
Degradados

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) séo
simbiotréficos  obrigatérios  pertencentes ao filo
Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001) e sdo capazes
de colonizar as raizes da maioria das plantas terrestres,
formando uma associacdo simbidtica mutualistica
denominada micorrizas arbusculares (MA). Os FMA séo
cosmopolitas, com ocorréncia abundante mesmo em éareas
com elevado grau de degradacdo (BRUNDRETT, 1991;
KLAUBERG-FILHO et al., 2005; STURMER & SIQUEIRA,
2008) e sdo encontrados em quase todas as familias de
espécies herbaceas e arbdreas, especialmente aquelas de
interesse para recuperacdo ambiental. Uma das principais
caracteristicas dos FMA é que s&o simbiontes obrigatorios,
ou seja, conseguem completar seu ciclo de vida apenas
guando associados com uma planta hospedeira, a qual
lhes fornece carboidratos necessarios para seu
desenvolvimento e formacdo dos esporos (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006).

As micorrizas, por meio de suas hifas e micélio,
permitem a absorcdo de agua e nutrientes fora da zona de
esgotamento que surge devido a maior absorcdo de
nutrientes ao redor das raizes (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006), sendo que a contribuicdo destes fungos pode atingir
até 80% do P, 60% do Cu, 25% do N, 25% do Zn e 10% do
K absorvidos pelas plantas (MARSCHNER & DELL, 1994).
Além disso, por meio de mecanismos indiretos, os FMA
favorecem a aquisicdo de N, atmosférico nas plantas
noduliferas (CARDOSO, 1986; JESUS et al., 2005;
SOARES & MOREIRA, 2010). A maior absorgédo de P,
além de interferir diretamente no processo de fixagdo do
N, aumenta a producdo de raizes e a fotossintese, 0 que
aumenta a nodulacdo das plantas micorrizadas. A relacao
rizobio-MAs € de grande interesse na recuperagdo
ambiental, aonde os solos séo extremamente deficientes
nesses nutrientes e a introdugcdo de leguminosas
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noduladas e micorrizadas em areas degradadas tem tido
bastante sucesso (FRANCO et al.,, 1995; FRANCO &
BALIEIRO, 2000). No entanto, a melhor combinacdo entre
BFN e FMA, em termos de crescimento do vegetal e outros
parametros, ndo é determinada somente pela bactéria mais
eficiente ou pelo fungo. Diversos outros fatores podem
influir na eficiéncia dessa relagcdo sobre o crescimento das
plantas, entre os quais pode-se citar: genétipo e idade da
planta hospedeira, compatibilidade funcional entre bactéria
e fungo e atributos fisicos e quimicos do solo (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006; SOARES & MOREIRA, 2010).

Em situacdo de solos degradados, os FMA podem
contribuir  significativamente para o0 estabelecimento
vegetal uma vez que pode desempenhar importante papel
no aumento da tolerdncia das plantas a estresses
ambientais como o estresse hidrico (PAULA & SIQUEIRA,
1987), reducdo nos efeitos da acidez do solo (Costa et al.,
2002) e na toxicidade de elementos-traco no solo
(KLAUBERG-FILHO et al., 2005; NOGUEIRA & SOARES,
2010), situacbes comumente encontradas em solos
degradados pela mineracdo de carvao (MATSCHULLAT |,
2000; DIAS et al., 2005). Segundo Hart e Reader (2004),
solos degradados apresentam baixo potencial de in6culo
de FMA, mas isso pode ser revertido em funcdo da alta
capacidade adaptativa desses microrganismos. Com isso,
os FMA apresentam potencial de conferir maior
sobrevivéncia das espécies vegetais em ambientes com
altos niveis de estresse (SCHREINER, 2007) e a simbiose
micorrizica em espécies pioneiras pode auxiliar na
sucessao vegetal, uma vez que essas espécies
apresentam alta dependéncia a este tipo de simbiose
nestes ambientes. Entretanto, em estagios mais avancados
de sucessdo, a dependéncia micorrizica das plantas é
diminuida em funcdo da maior capacidade de exploracédo
das raizes e menor requerimento nutricional (SIQUEIRA et
al., 2007).

Solos degradados geralmente apresentam severas
limitacdes nutricionais como de N e P e como as MAs
aumentam a absorcdo destes nutrientes, esta simbiose
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contribui para a melhoria da fertilidade do solo e melhoria
do ambiente edafico para o estabelecimento de novas
espécies no local (SOUZA & SILVA, 1996). Estudos
pioneiros realizados por Franco et al. (1991) utilizando
espécies leguminosas nativas de rapido crescimento
revelaram que a dupla inoculacdo com FMA e BFN é uma
estratégia importante para a revegetacao de areas
degradadas, proporcionando melhorias nos atributos
fisicos, quimicos e biolégicos do solo. No estudo de
Macedo et al. (2008), o uso combinado de espécies de
leguminosas com bactérias fixadoras de N e FMA propiciou
taxas de seqiiestro de C e N de 1,73 e 0,13 t ha™ ano™,
respectivamente, em um periodo de 13 anos de
recuperagcdo de areas degradadas. Nesse mesmo estudo,
os teores de C na fracdo leve livre e oclusa da matéria
organica, nas areas de mata nativa e recuperadas, foram
superiores aos observados para as areas desmatadas, e
isso implica em maior biodisponibilidade da MOS, dado
que o C-fragcdo leve é considerada umas das fracdes mais
labeis de C no solo. Em outro estudo, Bi et al. (2005)
verificaram que a aplicacdo de MAs, em solo degradado
pela mineracdo de carvao na China, aumentou a fertilidade
do solo, favoreceu a estruturacdo do solo e aumentou a
atividade bioldgica, contribuindo para a restauracao
ecolégica da area degradada. Estes resultados evidenciam
que o0s beneficios proporcionados pelas micorrizas no
crescimento e acUmulo de nutrientes em espécies com
elevado grau de micotrofia, por exemplo, aquelas que se
beneficiam da simbiose com o fungo para a absor¢cédo de
nutrientes, exercem papel fundamental no incremento de
carbono e nutrientes na fitomassa e posteriormente na
necromassa no solo, estimulando a cadeia trofica no
ecossistema, a estruturacdo e sucessdo vegetal, ficando
evidente o0 potencial biorrecuperador das micorrizas
(SIQUEIRA et al., 2008).

Almeida & Raymundo-Junior (2006) estudaram em
casa de vegetacdo a contribuicdo de varios FMA sobre o
crescimento da espécie arborea Anadenanthera falcata
(Benth.) Speg. (angico do cerrado) em solo de area
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desmatada do cerrado e verificaram que a dupla
inoculacdo com rizébio e FMA melhorou a formacédo de
nédulos do sistema radicular em 341% e a colonizacdo
micorrizica em 226%, proporcionando aumentos em altura,
nimero de folhas e do didmetro do colo de A. falcata
correspondentes a 72, 71 e 15%, respectivamente,
demonstrando o importante papel destas simbioses e do
sinergismo entre FMA e BFN no estabelecimento de
espécies no solo degradado.

Em outro estudo, véarias espécies arboreas dentre
elas Acacia longifolia Willd. (acé&cia), Tipuana tipu (Benth),
Kuntze (tipuana), Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze
(marica) e Mimosa scabrella (bracatinga) inoculadas com
FMA e BFN foram submetidas a um solo degradado pela
mineracdo apds a extracdo de xisto pirobetuminoso em
Sao Mateus do Sul (PR). A contaminacdo do solo provocou
alta taxa de mortandade entre as espécies estudadas, no
entanto, estas espécies, quando inoculadas, apresentaram
melhor estabelecimento neste solo (MASCHIO et al.,
1997). Estudos realizados por Faria et al. (1998)
demonstraram também os efeitos benéficos da dupla
inoculacéo (rizébio e FMA) em areas de restinga no Maceid
(Al) e em areas degradadas pela mineracdo apdés a
extracdo da bauxita em Porto de Trompetas (PA).

Isolados de FMA oriundos de éareas degradadas
podem favorecer o crescimento de espécies de plantas
visando a revegetacdo dessas areas, uma vez que esses
fungos possuem a capacidade de se adaptar as condi¢des
adversas (SANTOS et al, 2008). Esse aspecto foi
constatado em estudos recentes realizados pelo
Laboratério de Microbiologia do Solo em que isolados de
FMA provenientes de &reas de mineracao de carvao foram
eficientes para o crescimento da bracatinga (M. scabrella)
e do maricd (M. bimucronata) e estas apresentam maior
absorcao de P quando inoculadas (STOFFEL et al., 2016)
demonstrando a ocorréncia espontdnea de isolados
eficientes de FMA e isso pode favorecer o processo de
recuperacdo de areas impactadas pela deposicdo de
rejeitos de mineracdo de carvdo. Apesar disso, a
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quantidade de propagulos de FMA em ambientes
degradados é geralmente baixa (SIQUEIRA et al., 2007),
havendo a necessidade de se multiplicar estes fungos em
vasos com plantas (devido ao carater de biotrofico
obrigatério) de modo a se obter inoculante para a producao
das mudas destinadas a revegetacao.

2.3. Biocarvéo: caracterizacdo e potencial de aplicagéo
em solos degradados

O biocarvao (Biochar, em inglés) € um produto
oriundo da queima parcial (pirdlise) de compostos
organicos de diferentes origens. Este produto deve ser
entendido como aquele distinto do carvdo e materiais
similares, uma vez que sua producdo e aplicacdo tém
como objetivo a melhoria de processos do solo, tais como
a produtividade, o sequestro de carbono, a retencéo de
agua e a filtracdo de agua no solo (LEHMANN & JOSEPH,
2009). A constituicdo do material orgénico utilizado para a
producao do biocarvdo impde caracteristicas singulares ao
produto obtido. Varios estudos tém demostrado que as
caracteristicas fisico-quimicas e posteriormente bioldgicas
associadas ao biocarvdo séo resultado direto deste
material de origem e do processamento do mesmo
(SHAMSUDDIN & WILLIAMS, 1992; BOURKE et al., 2007;
LEHMANN & JOSEPH, 2009). Isso se deve ao fato que a
constituicdo do material, quando submetido a diferentes
temperaturas de pirdlise, sofre alteracdes que sé&o
resultado direto da sua constituicdo morfoestrutural. Assim,
a caracteristica prépria do material de origem tem relacéo
com a estrutura do produto final, ou seja, materiais mais
porosos tendem a produzir um biocarvdo mais poroso.
Adicionalmente, processos de pirdlise distintos aplicados
sobre 0 mesmo material também resultam em diferentes
biocarvoes. Um exemplo deste fator pode ser visto nos
resultados obtidos por Boateng (2007) quando da queima
de residuos organicos da graminea Panicum virgatum,
resultando em materiais com diferentes propriedades
fisicas em funcdo da pirdlise rapida (alta energia de
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gueima) ou lenta (baixa energia de queima). A pirGlise
rdpida geralmente produz compostos com areas
superficiais maiores, mais aromaticos, enquanto a pirélise
lenta gera biocarvbes com maiores teores de carbono e de
nutrientes que, invariavelmente, contribuem para uma
melhor fertilidade do solo (STEIBEISS et al., 2009).

Dentre as principais caracteristicas benéficas
associadas a adicdo de biocarvdo ao solo estdo a
capacidade de retencdo de &agua (macro, micro e
nanoporosidade), aumento da capacidade de troca de
anions e de cation (CTA e CTC), aumento da capacidade
de sor¢do de nutrientes e, assim, reducdo da necessidade
de fertilizagdo quimica, melhoria da estrutura e estabilidade
dos agregados do solo, com consequente reducdo dos
processos erosivos, e, finalmente, melhoria global das
caracteristicas microbiologicas do solo (JOSEPH et al.,
2010).

Existem algumas dlvidas sobre a relagdo do
biocarvdo com a agua, fundamentalmente sobre se é
hidr6fobo ou hidréfilo. Achou-se que essa relacdo depende,
mormente, da temperatura de pir6lise, que produz
diferentes tipos de biocarvdo dependendo de sua
finalidade. Uma pirdlise menor a 400°C (pirdlise lenta) gera
um produto hidrofébico que pode ser usado em misturas
com outros compostos e evitar a lixiviagdo. Por outro lado,
uma pirélise maior a 400°C (pirélise rapida) gera um
produto hidrofilico que pode ser usado para a filtragem
(GASKIN et al.,, 2008). Cabe anotar ainda que, segundo
Das e Sarmah (2015), o processo a altas temperaturas
inativa compostos alifaticos que sao hidrofébicos, e, que a
maior temperatura o produto apresenta maior porosidade,
aumentando assim a &rea de contato com a agua e
tornando-o mais hidrofilico (Img. 4.)

No que se refere ao aspecto microbiolégico, a
simples adi¢do de biocarvao ao solo por si sé incrementa
consideravelmente o0s beneficios promovidos pelas
populagcdes autoctones daquele solo. Tem sido
demonstrado que a adicdo de biocarvdo estimula
sobremaneira a colonizacdo deste por microrganismos que
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desempenham importantes processos no solo (WARNOCK
et al., 2007). Assim, a comunidade microbiana estimulada
e protegida ird desempenhar papéis fundamentais na
disponibilizacdo de nutrientes no solo, tais como fésforo,
nitrogénio e enxofre, além de uma série de micronutrientes
fundamentais para a melhoria das condigbes dos
ecossistemas.

ASECTION OF LOW TEMPERATURE BIOCHAR SINGLE BIOCHAR PARTICLE \“\\
¥

TARS WITH INDROPIOBIC WATERMOLECULES
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Img 4: Estrutura e composigéo do biocarvdo (DAS & SARMAH,
2015)

Estes beneficios médiados pelo biocarvdo tém sido
amplamente demonstrados para solos agricolas, mas se
acredita que a introducdo de biocarvdes produzidos por
pirélise lenta poderia facilitar a recuperacdo de ambientes
degradados ao propiciar incrementos nos teores de
carbono no solo, favorecer o estabelecimento e a
sobrevivéncia de microrganismos no solo e reduzir o
impacto da presenca de substancias contaminantes por
meio da adsorsdo em sua superficie, evitando os
processos de lixiviagdo em solos propensos a tais eventos
(STEINER et al., 2007). Nesse caso, a aplicacdo de
biocarvao enriquecido com microrganismos selecionados
de BFN e FMA poderia maximizar os beneficios das
associacdes planta-microrganismos e contribuir para a
recuperacdo de &reas impactadas pela mineracdo de
carvao, sendo este um dos objetivos da presente proposta.
Entretanto, estudos recentes tém demonstrado que o
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biocarvdo pode ocasionar problemas para o crescimento
vegetal, uma vez que este pode conter elevada
concentracdo de compostos organicos volateis dissolvidos
em 4gua que geram toxicidade na germinacao de
sementes. Esses compostos podem reduzir o pH do solo e
acarretar problemas em solos acidos (BUSS & MASEK,
2014). Vale ressaltar, que os efeitos da aplicacdo de
biocarvdo no solo séo variaveis em funcdo das
caracteristicas da matéria prima e da temperatura de
pirélise empregada e, por esta razdo, S&o necessarios mais
estudos sobre a sua aplicagdo no solo (GUNDALE &
DELUCA, 2006).

As interacdes entre os FMA e o biocarvdo ainda ndo
estdo muito bem elucidadas, mas estudos como o
realizado por Warnock et al (2010) mostraram que a adi¢éo
desse composto pode interferir na colonizagdo micorrizica
e isso pode estar relacionado com o aumento da
disponibilidade de P devido a neutralizacdo do solo
promovida pelo biocarvdo. Outras hipoteses sdo que o
biocarvdo pode conter alguns produtos gerados pela
pirélise (como fendis) pela condensacdo de celulose,
taninos e lignina contidos na matéria prima na preparacdo
do biocarvao. Além disso, o biocarvao pode conter altas
doses de carvao ativado que limitam alguns nutrientes e a
colonizacdo micorrizica (GUNDALE & DELUCA, 2006).
Entretanto, estudos recentes como o de LeCroy et al
(2013) indicam que a adicdo de N no solo pode favorecer a
colonizacdo micorrizica jA& que em presenca desse
elemento pode aumentar a mineralizacdo de compostos
carbonados que facilitam a interagdo planta-fungo. O
fornecimento desse nutriente pode ser médiado pelas BFN,
as quais incrementam sua populacdo na presenca de
biocarvao (MIA et al., 2014).
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3. HIPOTESES

- A incorporagdo de biocarvdo em diferentes doses pode
ter efeitos sinérgicos na associacao micorrizica em plantas
arbéreas.

- Os FMA apresentam maior quantidade de esporos nas
plantas de M. scabrella e C. fissilis na presenca de
biocarvao

- O crescimento de M. scabrella e C. fissilis é favorecido
pela inoculacdo de diferentes espécies de FMA.

- A adicdo de biocarvdo tem uma interacdo diferenciada
para cada espécie de FMA.

- A inoculacdo dos isolados em solos nativos sem
esterilizar melhora o crescimento das mudas de espécies
florestais.
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4. CAPITULO 1: Fungos micorrizicos arbusculares e
biocarvéo na producédo de mudas de espécies arbdreas
em solo de areas de mineragdo de carvao

4.1. INTRODUCAO

O carvao mineral tem grande importancia na producdo de
energia elétrica em diversos paises (WCI, 2005). Somente
no Brasil, as reservas desse recurso sao da ordem de 32,6
bilhbes de toneladas, sendo essas concentradas nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CPRM,
2010). A extracdo de carvdo mineral a céu aberto nestas
regides gerou altos impactos ao ecossistema, onde ndo se
observam os padrbes de recuperacdo necessarios e
indispensaveis para manter a qualidade do meio ambiente.
No sul de Santa Catarina, estima-se que aproximadamente
6.700 ha estejam impactados por essa atividade
(SANCHEZ & FORMOSO0,1990). Muitas areas foram
simplesmente abandonadas gerando diversos problemas,
gue incluiram, entre outros, geragcéo de drenagem &cida de
mina, impacto visual, eroséo e liberacdo de gases para a
atmosfera, cujos impactos ainda persistem na regido de
extracdo de carvdo (PRSC, 2007). Além disso, nos solos
degradados observa-se intensa remocdo dos horizontes
superficiais do solo com consequente reducdo da matéria
organica, causando sérios problemas na estrutura,
disponibilidade de agua e atividade bioldgica do solo, o que
prejudica o suprimento de nutrientes essenciais como o P,
S e principalmente N (DIAS et al., 2005).

A revegetacdo das areas impactadas com espécies
arbéreas pioneiras como a bracatinga (Mimosa scabrella) e
0 cedro (Cedrela fisillis) € uma alternativa de baixo custo
de implantacdo e manutencdo que auxilia no processo de
recuperacao de areas degradadas, ja que se conhece que
estas apresentam rapido crescimento em ambientes
degradados (SANCHEZ et al., 2003), além de terem a
capacidade de realizar simbioses mutualistas com os FMA
(STOFFEL et al., 2016: ROCHA et al., 2006). Desta forma,
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ha grande potencial de emprego da simbiose na producéo
de mudas que favorecera a formacdo de uma cobertura
vegetal, visando o controle dos processos erosivos e a
recuperacdo das propriedades do solo, bem como
aumentar a atividade biolégica importante para o
restabelecimento dos ambientes impactados (SIQUEIRA et
al., 2007).

Nos ultimos anos tem sido destacado o papel de substratos
organicos pirolisados (biocarvdo) na melhoria das
condic¢bes fisico-quimicas do solo (LEHMANN et al., 2011:
WARNOCK et al.,, 2007). Esse produto é obtido pela
pirélise lenta de compostos carbonados, o qual tem sido
relatado como benéfico no aumento da capacidade de
retencdo de agua, aumento no teor de carbono e aumento
no pH do solo, com consequente reducéo da lixiviagdo de
contaminantes (GASKIN et al., 2008). Além disso, pelo seu
carater poroso, o biocarvao tem potencial de aumentar as
populacBes microbianas do solo os quais apresentam
varios mecanismos de promoc¢ado do crescimento vegetal
(JOSEPH et al., 2010). Entretanto, os efeitos do biocarvéo
dependem da quantidade adicionada ao substrato de
cultivo, tipo de solo e espécie vegetal de interesse
(GUNDALE & DELUCA, 2006: WARNOCK et al., 2007).
Ainda ndo estdo bem elucidados os mecanismos de
interacdo entre o biochar e os microorganismos do solo
(ELZOBAIR et al., 2016). No caso da interacdo biochar-
FMA se tem encontrado resultados varidveis no
desenvolvimento dos fungos, com relatos em que néo se
verificou diferencas entre a aplicacdo e o0 controle
(DOMENE et al.,, 2014), onde houve aumento na
colonizacdo micorrizica ap6s a adicdo de biocarvao
(HAMMER et al, 2015) e, finalmente onde o
desenvolvimento foi afetado negativamente (WARNOCK et
al., 2007). Desta forma, ha a necessidade de se avaliar as
interacbes biocarvdo x FMA na producdo de mudas de
espécies arboreas de interesse na recuperagdo ambiental.
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4.2. OBJETIVOS
4.2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do biocarvdo na simbiose de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) em mudas das espécies
arbéreas de bracatinga e cedro, destinadas a programas
de recuperacdo de areas impactadas pela atividade de
mineracao de carvdo na regidao do extremo-sul do estado
de Santa Catarina.

4.2.2. Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da inoculacdo de FMA em mudas de
espécies arboOreas destinadas a revegetagdo de
areas impactadas pela mineracdo de carvao.

- Avaliar o efeito da aplicacdo de doses de biocarvao
na colonizacdo micorrizica e esporulacdo de
diferentes espécies de FMA

4.3. MATERIAL E METODOS

Ensaios independentes foram conduzidos em casa de
vegetacdo do Laboratério de Microbiologia do Solo da
UFSC envolvendo a producdo de mudas de duas espécies
arbdreas nativas da regidao sul do Brasil: M. scabrella e C.
fissilis, em solo de area de mineracdo de carvdo em
recuperacdo contendo biocarvdo e inoculantes de FMA.
Ambos os ensaios seguiram o delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 5 X 5: cinco concentracdes
de biocarvédo no solo (0%, 1%, 2,5%, 5%, 10% v/v) e cinco
tratamentos de inoculacdo com FMA  (Acaulospora
morrowiae SCT400A, Gigaspora albida SCT200A,
Rhizophagus clarus RJ102A, a mistura dos trés FMA e um
tratamento controle sem propagulos de FMA) totalizando
25 tratamentos por espécie arboérea. Os isolados de FMA
empregados neste experimento pertencem a Colecéo
Internacional de Cultura de Glomeromycota
(www.furb.br/cicg) que ja foram testados na producado de
inoculantes para varios setores agricola e florestal como
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parte das atividades do projeto PRONEM/FAPESC/CNPq
coordenado por aquela instituicio e com colaboracdo do
Laboratério de Microbiologia do Solo da UFSC. Para a
bracatinga foram preparadas 10 repeticdes por tratamento,
enguanto que para o cedro foram cinco repeticdes.

A produgdo das mudas foi realizada em casa de vegetagéo
e, para isso, sementes de ambas as espécies arboéreas
foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 2% durante
dois minutos e posteriormente etanol 70% por um minuto.
A quebra da dorméncia foi realizada seguindo
procedimentos diferentes para cada espécie. Para a
bracatinga, as sementes foram submersas em agua a 80
°C por 20 min, e, posteriormente, mantidas em agua a
temperatura ambiente por 12 horas. Para o cedro, as
sementes foram colocadas em agua a temperatura
ambiente durante 72 horas, sendo a agua trocada a cada
12 horas e posteriormente pré-germinadas em areia estéril
durante 7 dias a 25 °C.

A semeadura foi realizada em tubetes com capacidade de
300 cm? (tipo Jumba&o) contendo solo da regido carbonifera
de Criciima-SC, coletado da area de empréstimo utilizada
para a revegetacdo de areas degradadas apds retirada do
rejeito de mineracao e foi peneirado em malha de 2 mm.
Uma subamostra desse solo foi submetida a analise de
fertiidade do solo para caracterizacdo quimica, segundo
metodologias propostas por Tedesco et al. (1995). Os
valores encontrados foram: pH 3,97, 51 mg kg* solo de
potassio, 53,6 de P, 4,63 cmol, dm™ de aluminio, 2,96
cmol, dm™ de magnésio, 39 g kg-1 solo de matéria
organica, 267,9 g kg* solo de areia, 443,2 g kg* solo de
silte e 288 g kg™ solo de argila.

O solo foi adubado com superfosfato triplo de modo a
fornecer 0,05 g kg* solo de P. O substrato foi obtido
misturando-se solo das areas de mineracao as respectivas
concentracdes de biocarvdo (1, 2,5, 5 10%, viv). O
biocarvao utilizado foi fornecido pela empresa SPPT
Pesquisas Tecnoldgicas Ltda, localizada na cidade de Mogi
Mirim-SP produzido a partir da pirélise de cama de aviario
em temperatura de 400 °C e com densidade de 371,25 g L’
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! cujas caracteristicas fisico-quimicas da matéria prima e
do biocarvao séo apresentadas na tabela 1.

Durante a condugcdo experimental, as mudas foram
semanalmente irrigadas com solucéo de Hoagland & Arnon
(1950) sem P para o cedro e sem N e P para a bracatinga.
Para esta Ultima espécie arbérea foi realizada inoculacéo
mista com rizébios no momento da semeadura, aplicando-
se 1 mL dos isolados UFSC-B6, UFSC-B9, UFSC-B16
(pertencentes a colecdao desse laboratério) e com
Burkholderia nodosa (BR3437) fornecido pela Embrapa
Agrobiologia de Seropédica-RJ. Estes isolados foram
selecionados com base em estudos prévios que
demonstraram o0s beneficios destes rizObios para o
crescimento e fornecimento de N para a bracatinga
(MOURA et al., 2016). Ap6s 10 semanas da semeadura,
constatou-se a auséncia de nédulos na bracatinga e a
ocorréncia de sintomas de deficiéncia de N e, por esta
razao, iniciou-se a aplicacdo semanal de 10 mL da solugéo
Hoagland Arnon contendo 22,5 mM de N.

Tabela 1: Caracterizacdo fisico-quimica do biocarvdo e da
matéria-prima a partir da qual foi gerado (cama de aviario).

Cama de aviario Biocarvao

Média Erro Média Erro

padréo padréo
7.8 0 10,2 0,1
Umidade % 6,2 0,1 2,8 0
C total g kg-1 376 1 429 0
N total g kg-1 36,8 0,3 31,8 0
N-NH4+ mg kg-1 1298 45 407 20
N-NO3 mg kg-1 269 43 10 4
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Fésforo g kg-1 10,5 0,3 29,4 0,6
Potassio mg kg-1 26890 904 47160 1050
Sédio mg kg-1 4069 249 7300 186
Célcio g kg-1 21,1 0,8 48,3 0,7
Aluminio mg kg-1 474 53 15549 1015
Ferro mg kg-1 395 16 8479 528
Enxofre g kg-1 6,4 0,1 10 0,4
Magnési g kg-1 3,8 0,1 14,6 2
0

Molibdé mg kg-1 1,1 0,1 3 0,3
nio

Niquel mg kg-1 1 0 3 0,5
Zinco mg kg-1 454 10 1070 61
Cobre mg kg-1 127 3 607 11
Cromo mg kg-1 1,6 0,2 8,2 0,5
Bario mg kg-1 35,8 3,9 47,7 0,8
Boro mg kg-1 29,4 0,7 47,6 3,8
Mangan mg kg-1 345 31 650 15
éso

Arsénio mg kg-1 11,1 0,6 4,3 0
Cadmio mgkg-1 <1,0 - <1,0 -
Chumbo mg kg-1 <1,0 - 1,8 0,3
Mercurio mg kg-1 <1,0 - <1,0 -
CTC mmolc kg- 555 28 80 4

1
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Os FMA empregados  foram previamente
caracterizados quanto a densidade de esporos pela
metodologia de peneiramento Umido (GENDERMANN &
NICOLSON, 1963) e centrifugagdo com gradiente de
sacarose (IANSON & ALLEN , 1986). A inoculacdo dos
FMA foi realizada médiante a aplicacdo de 10 mL de solo-
inoculo na superficie do tubete em contato com as
sementes. O nGmero de esporos por cada 50 cm® de
substrato foi de 400, 150 e 2100 no solo-inoculo de G.
albida, R. clarus e A. morrowiae respectivamente. No
tratamento contendo a mistura de FMA foi inoculado 10 ml
de cada isolado por tubete.

As mudas foram produzidas até que as raizes
colonizaram todo o tubete, sendo o experimento com o
cedro conduzido por 12 semanas apés a semeadura, em
quanto a bracatinga foi por 15 semanas. Ao final destes
periodos os tubetes foram desmontados e posteriormente
foram avaliados os efeitos dos tratamentos sobre o
crescimento das plantas (altura e diametro do colo). O teor
de P foi quantificado por colorimetria utilizando o método
fosfo-molibdato, conforme descrito em Malavolta et al.
(1989).

Foram coletados aproximadamente 1 g de raizes
finas para quantificacdo da colonizacdo micorrizica.
Segmentos de raizes, de 1,0 cm aproximadamente, foram
lavados com agua destilada, cortados em fracées de
aproximadamente 1,0 cm de comprimento e corados com
azul de tripano, segundo o método descrito por Phillips e
Hayman (1970). Posteriormente foram analisadas com
estereoscopio, utilizando o método da intersecao em placa
quadriculada (GIOVANETTI e MOSSE, 1980). Para testar
sim existe relacao entre a esporulacao e a concentracao de
biocarvao. Foi avaliado o nimero total de esporos em cada
tratamento, pelo método de peneiramento Umido
(GENDERMANN & NICOLSON, 1963) e centrifugacdo em
gradiente de sacarose (IANSON & ALLEN, 1986). Esse
procedimento foi realizado com uma subamostra ao acaso
de 3 tubetes de cada tratamento, escolhidos ao acaso,
Para os tratamentos com a mistura dos fungos foi realizada
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uma contagem por espécie, as quais foram identificadas
por meio de caracteristicas morfolégicas de familia
conforme o INVAM.

Antes da semeadura foi avaliado o pH do solo pela
metodologia proposta pela EMPRAPA, 2000. Apos da
colheita, no solo das amostras que foram selecionadas
para a contagem de esporos, foi medido igualmente o pH.

Todos os dados obtidos foram submetidos as provas
de normalidade e homogeneidade das variancias. Foi
realizada uma andlise de variancia para cada variavel, os
dados que apresentaram interacdo entre os fatores
passaram por uma analise de regressao polinomial para as
concentracdes de biocarvao e os dados onde s6 houve
diferencas entre os fatores foram submetidos ao teste de
comparacao de médias de Tukey com um nivel de
significancia de 0,05. Para correlacionar as variaveis
avaliadas se realizou a PCA para cada espécie vegetal.
Para isso, foi utilizado o programa estatistico R e as
andlises de regresséo por meio do programa SigmaPlot 12
(Systat Software Corp.).

4.4. RESULTADOS
4.4.1 pH do solo

Os efeitos da inoculagdo dos FMA com o biocarvéo
no pH do solo foram diferenciados para cada espécie
vegetal (Fig 1). Embora o solo das duas plantas teve um
aumento do pH, somente no cedro houve interacdo entre
os fatores quando este foi inoculado com FMA. No cedro
verificou-se que o pH foi menor na maior concentragédo de
biocarvao no tratamento néo inoculado (Fig 1B), e no caso
de G . albida houve um aumento significativo no tratamento
com 1% de biocarvdo. No tratamento sem inoculacdo
houve um descenso no pH de 24,3% entre o tratamento
com a concentracdo de 5% e de 10%. Na bracatinga o
aumento do pH foi direitamente proporcional a quantidade
de biocarvdo aplicado, independentemente  dos
tratamentos de inoculacdo de FMA (Fig 1A). Neste caso,
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houve um incremento do pH de 23,2% no tratamento com
a concentracdo de 10% comparado com o tratamento sem
biocarvao .
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Fig 1: pH no solo apds da semeadura de bracatinga e cedro de
12 e 13 semanas de crescimento respetivamente inoculadas com
A. morrowiae, G. albida, R. clarus, mistura dos trés fungos e sem
inocular. As barras representam o erro padrdo da média. Os
valores n.s. sdo para os dados nédo significativos.

4.4.2 Colonizacdo e esporulacdo dos FMA

A colonizagdo micorrizica dos FMA foi dependente
da espécie vegetal e dos tratamentos de inoculagdo na
bracatinga e a esporulagdo no cedro (Fig. 2). No
tratamento controle sem inoculagdo ndo foi verificado a
presenca de estruturas de FMA, evidenciando a auséncia
de contaminagdo durante a condugdo experimental.
Verificou-se o efeito significativo da interagdo biocarvao-
FMA sobre a colonizagao para as duas espécies vegetais
(Fig. 2A e 2B).

Na bracatinga a colonizagdo micorrizica foi
inversamente proporcional a quantidade de biocarvdo nos
tratamentos maiores a 2,5% (Fig 2A). Nos tratamentos
inoculados houve uma reducdo média de 51,3% na
colonizacdo micorrizica da bracatinga no tratamento com
10% de biocarvao em relagcéo ao controle.
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Fig 2: Porcentagem de colonizagdo micorrizica, nimero de
esporos e quantificacdo diferencial de esporos por espécie nos
tratamentos com todos os FMA dos fungos R. clarus, G. albida,
A. morrowiae, e mistura dos trés fungos nas diferentes
concentracdo de biocarvao em bracatinga e cedro ap6s de 15
semanas da semeadura. As barras representam o erro padréo da
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média. Os valores n.s. séo para os dados nao significativos e os
s.a. para os dados sem ajuste.

Ao contrario do que foi observado para a
bracatinga, o cedro apresentou elevada colonizagdo
micorrizica mesmo em altas concentracGes de biocarvéo,
com colonizacao micorrizica superior a 70% principalmente
nos tratamentos inoculados com R. clarus e a mistura de
FMA. Os tratamentos inoculados com A. morrowiae foram
diminuindo com a adicdo de biocarvdo a colonizacao
micorrizica variando 47,2 % entre os tratamentos sem
biocarvdo e na concentracdo de 10%. Os tratamentos
inoculados com G. albida foram pouco influenciados pela
adicdo de biocarvdo na colonizagdo micorrizica variando
somente 29,5% (Fig 2B).

O numero de esporos teve interacdo entre os fatores
no cedro para os tratamentos com todos os fungos e
inoculado com A. morrowiae. Na bracatinga  houve
diferencas somente entre os fungos, onde os tratamentos
com todos os fungos e com A. morrowiae apresentaram
uma diferengca significativamente maior aos outros
tratamentos (Fig 2C e 2D).

No cedro, nos tratamentos inoculados com todos os
fungos houve um decrescimento no nimero de esporos
quando a dose de biocarvao foi aumentando, diminuindo
67% na concentragdo de 10% comparado com o
tratamento sem biocarvdo. O tratamento inoculado com A.
morrowiae apresentou uma variabilidade muito alta, mas o
nimero de esporos foi aumentando ate a dose de 5%,
nesse ponto se estabilizou. O nimero de esporos nestes
tratamentos aumentou mais de 500% nas concentracdes
de 5 e 10% comparado com o tratamento controle sem
biocarvao (Fg 2D).

Na contagem diferencial dos fungos nos tratamentos
com todos os fungos houve maior nUmero de esporos de
A. morrowiae na bracatinga e R. clarus no cedro (Fig 2E e
2F). Na bracatinga os esporos de G. albida e R. clarus
foram diminuindo nas concentracdo de biocarvéao,
diminuindo 60 e 60,4% respetivamente. Porem, 0s esporos
de A. morrowiae incrementaram ate a concentracéo de 5%,
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onde houve um aumento de 224%; na concentracdo de
10% o aumento foi de 94% comparado com o tratamento
controle sem biocarvdo. No cedro os esporos foram
diminuindo com o aumento da concentracdo de biocarvéo,
neste caso observou que o numero de esporos de A.
morrowiae e G. albida foi constante, mas os esporos de R.
clarus, diminuiram 81% no tratamento com 10% de
biocarvdo. No caso do R. clarus esta diferenca foi
estatisticamente significativa

4.4.3 Crescimento das mudas

Encontrou-se que a altura das plantas (Fig 3), das
duas espécies vegetais, apresentaram interacdo entre 0s
dois fatores (P<0,05). A bracatinga teve interacdo nos
tratamentos sem inocular e na mistura. No caso do cedro a
interacdo foi nos tratamentos sem inoculo, com A.
morrowiae e G. albida. Embora as plantas tenham um
crescimento proporcional a concentracdo de biocarvao,
este comportamento somente foi evidenciado até o
tratamento com 5%, a partir dessa concentracdo a altura
se manter excetuando os tratamentos sem inoculacdo da
bracatinga onde o crescimento sempre foi linear. No cedro,
0os tratamentos com A. morrowiae e G. albida na
concentragcdo de 2,5% as plantas tiveram um leve
decrescimento.

O crescimento das plantas foi significativamente
influenciado pela interacdo biocarvdo-FMA (Fig 3). Para a
bracatinga a altura das plantas foi favorecida pela adicédo
de biocarvdo nos tratamentos sem inoculagdo mista de
FMA (Fig 3A). Para o cedro verificou-se incrementos de 65,
56 e 55% na concentracdo de 10% de biocarvdo em
relacdo ao controle para os tratamentos A. morrowiae, G.
albida e n&o inoculado respetivamente (Fig 3B). A
producdo de MSPA da bracatinga apresentou incrementos
de 30% na concentragédo de 2,5% no tratamento inoculado
com todos os fungos, porem houve decrescimento quando
se adicionou 10% de biocarvdo nesse tratamento.
Engquanto isso, a MSPA da bracatinga dos tratamentos
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sem inoculo de FMA ndo foi influenciada pelas doses de
biocarvao (Fig 2C).
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Fig 3: Crescimento de bracatinga e cedro os fungos R. clarus, G.
albida, A. morrowiae, e mistura dos trés fungos nas diferentes
concentracéo de biocarvdo apés de 15 semanas da semeadura.
As barras representam o erro padrdo da média. Os valores n.s.
sdo para os dados nao significativos
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Assim como observado para a altura das plantas, a
MSPA do cedro foi favorecida pela aplicacdo do biocarvao
nos tratamentos néo inoculado e inoculado com A.
morrowiae e G. albida, com incrementos de 2107, 608 e
619% respetivamente (Fig 3D).

No didmetro houve interacdo entre os fatores no
cedro, Na bracatinga ndo houve interagcao, mas sim houve
diferencas significativas nos dois fatores (Fig 2). No cedro
os tratamentos com A. morrowiae e G. albida tiveram um
aumento de 97 e 85% no didmetro na dose de 10%
comparada com a dose controle sem biocarvdo. No caso
da bracatinga, aumento 20% didmetro quando na
concentragdo de 10%comparado com o tratamento
controle.

4.4.4 Teor e acumulo de P nas plantas

No teor de P houve interacdo entre os fatores para
as duas plantas (Fig 4). Na bracatinga os tratamentos
inoculados e o controle apresentaram os maiores teores na
concentracdo de 10% de biocarvdo, a excecdo do
tratamento inoculado com R. clarus, onde ndo houve
diferencas significativas entre os tratamentos. O aumento
foi de 96% para A. morrowiae, 28% para G. albida, 187%
para a mistura e 215% para o tratamento sem inoculacao.
No cedro os tratamentos ndo apresentaram um aumento
linear no teor de P. Os tratamentos com maior acimulo de
P foram os tratamentos de R. clarus na concentracdo de
1% onde apresentou um aumento de 110% comparado
com o tratamento sem inocula¢do na mesma
concentragdo e o0s inoculados com A .morrowiae na
concentragdo de 5% onde a diferenca foi de 96%
comparado com o tratamento sem inoculagao.

No acumulo de P, ao igual que o teor de P, houve
interacdo entre os dois fatores nas duas espécies vegetais.
Na bracatinga observou-se um aumento no acumulo
gquando a concentragdo de biocarvdo aumentava
excetuando o tratamento inoculado com R. clarus onde nao

56



houve um aumento de 25% na concentracdo de 2,5 % e
depois diminuiu. Os tratamentos de A. morrowiae, G.
albida, a mistura dos FMA e o controle sem inoculacéo
apresentaram o maior acumulo na concentracdo de 10%,
sendo o aumento de 83, 9, 178 e 234% comparado com 0
control sem biocarvao. O tratamento sem FMA apresentou
um acumulo 78% maior que os tratamentos inoculados na
concentracdo de 10%. No caso do cedro, os tratamentos
gque apresentaram o0 maior acumulo foram os tratamentos
com 10% de biocarvao, aumentando 35% no tratamento
com R. clarus, 784% com A. morrowiae, 1929% com G.
albida, 71% com a mistura e 4430% com o tratamento sem
inoculo comprado com o tratamento controle sem
biocarvao.
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Fig 4: Teor e acumulo de P na bracatinga e cedro sem
inoculagdo e com os fungos R. clarus, G albida, A. morrowiae,
com a mistura dos trés fungos nas diferentes concentracfes de
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biocarvdo apds de 15 semanas da semeadura. As barras
representam o erro padréo da média.
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letra final foram os tratamentos sem FMA, a letra A indica A.
morrowiae, a letra G G. albida, a letra R R. clarus e aletra T e
para os tratamentos com todos os fungos. As variaveis testadas
foram didmetro, pH, altura, biomassa, nimero de esporos en 50
ml de solo, porcentagem de colonizagdo (Col), teor de P e
acumulo de P.

A andlise de componentes principais (PCA) de
todos os tratamentos demostrou uma interacdo diferente
entre as variaveis para cada espécie vegetal (Fig 5). Nao
foram incluidos os tratamentos sem inoculacdo devido a
alta correlagéo entre o nUmero de esporos e a colonizagéo
destes tratamentos o que poderia gerar uma falsa
correlacdo nos outros tratamentos. Na bracatinga as
variaveis biomassa e altura, didmetro do caule e acumulo
de P, junto com o pH e o teor de P estiveram
correlacionadas entre elas. Além disso, observou-se que a
porcentagem de colonizacdo radicular foi inibida nos pH
maiores, igualmente houve inibicdo no nimero de esporos
e o acumulo de P.

No cedro as variaveis da planta a excecédo do teor de
P (altura, diametro, biomassa e acumulo de P)
apresentaram uma correlagdo com o pH do solo. Por outro
lado, as variaveis dos fungos se correlacionaram entre elas
(porcentagem de colonizacdo e numero de esporos). O
PCA também evidenciou que a colonizagéo radicular ndo
tem uma alta influenza nas plantas.

Encontrou-se que as plantas das duas espécies
vegetais apresentaram perda mais rapida das folhas apos
da terceira semana da semeadura, este comportamento
nas plantas esteve presente durante todo o tempo que foi
conduzido o experimento.

4.5 DISCUSSAO
4.5.1. Efeito do biocarvéo sobre a interagéo Planta-FMA
Nesta pesquisa verificou-se que houve

comportamento diferenciado de cada espécie de FMA para
as espécies arboreas crescidas em substrato contendo
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biocarvao e solo de area de mineracdo de carvao. Além
disso, a concentracdo de biocarvao aplicada também
influenciou a interacdo Planta-FMA guando avaliou-se a
colonizacdo micorrizica e a esporulagdo dos FMA. Sabe-se
que essas variaveis sao dependentes dos fatores biéticos e
abioticos. Dentre os fatores abiéticos que modulam a
interacdo planta-fungo, os mais estudados sdo o pH
(GREEN et al, 1976; CLARK 1997), salinidade do solo
(AROCA et al., 2013; BENCHERIF et al., 2015) e
disponibilidade de nutrientes como o P (DOS ANJOS et al.,
2005: OLIVEIRA et al., 2013)

Além destes tem-se o0s fatores bidticos os quais
determinam a extensdo do micélio, a formacdo de
arbusculos, esporos e células de armazenamento. Estes
fatores estdo diretamente relacionados a espécie de FMA
como a estratégia de crescimento de cada isolado fungico
(HART & KLIRONOMUS, 2002; GOLTAPEH et al., 2008).
Além dos fatores biol6gicos dos FMA também se podem
citar as espécies vegetais e seu genétipo, sendo que existe
uma classificacdo do tipo de simbiose planta-FMA que
depende da quantidade de P disponivel no meio. Segundo
esse critério, a interacdo se divide em trés grupos: o
primeiro séo as plantas que ainda em altas doses de P nao
diminuem a colonizacdo micorrizica (dependentes de
FMA), o segundo grupo sdo as plantas que em altas doses
do P inibem a colonizacdo radicular (simbiose responsiva),
e 0 terceiro grupo séo as plantas que ndo fazem simbiose
com os FMA (GERDEMANN, 1975).

Outro fator biolégico que pode interferir no
comportamento dos FMA s&o os exsudados da planta que
determinam a interacdo inicial planta-fungo. Na presenca
destes ha aumento da divisdo celular, ramificacéo das hifas
presimbioticas e maior atividade das mitocéndrias. Na
auséncia dos exsudados radiculares, ha inibicdo na
germinacdo dos esporos e as hifas germinativas contraem
0 citoplasma para sobreviver antes de perder as reservas
de energia (GIANINAZI et al., 2009).

As espécies que apresentaram maior beneficio para
as plantas foram A. morrowiae e G. albida para bracatinga
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e R. clarus no cedro o que indica que diferentes FMA tem
preferéncias por algumas espécies de plantas. Isto ja foi
demostrado por Pouyu-Rojas et al (2006), onde verificou-
se que diferentes espécies de FMA apresentaram
incompatibilidade a diferentes espécies arboreas tropicais.
No caso de A. morrowiae, a colonizacdo radicular foi
semelhante em ambas as espécies vegetais. Também se
encontrou sinergismo entre o biocarvdo e A. morrowiae na
concentrardo de 1% nas duas espécies vegetais. Destaca-
se que os tratamentos inoculados com A. morrowiae
apresentaram uma tendéncia semelhante nas duas
espécies vegetais. Com a maior colonizagdo nos
tratamentos de 1% de biocarvao.

Observou-se que a resposta dos FMA foi diferente
nas mudas de uma espécie vegetal considerada
dependente como o cedro (ROCHA et al., 2006), e uma
responsiva como a bracatinga (STOFFEL et al., 2016).
Encontrou-se que o biocarvdo em diferentes doses pode
inibir a colonizagdo  micorrizica na  bracatinga,
principalmente em doses superiores a 5%. No cedro a
colonizacdo micorrizica nao foi inibida pelas doses de
biocarvao e encontrou-se uma preferéncia por R. clarus. A
resposta diferenciada entre as duas espécies vegetais
poderia indicar que as plantas com maior dependéncia
apresentam maior protecdo aos fungos micorrizicos como
foi evidenciado no PCA da bracatinga onde a colonizac&o
micorrizica foi inibida pelo acumulo de P e o nimero de
esporos pelo teor de P e pH altos, pelo contrario no cedro
nao se encontrou inibicao nas variaveis dos fungos.

Nas duas espécies vegetais o maior nimero de
esporos foi constatado nos tratamentos inoculados com A.
morrowiae e R. clarus, ja que estes naturalmente
apresentam velocidade maior de reproducdo como tem
sido relatado por Hart e Reader (2002) que os isolados de
Acaulospora spp. e Glomus spp. apresentam maior
esporulacédo e maior producéo de hifas em relacdo com os
isolados da familia Gigasporaceae, com hifas e esporos
menores 0 que poderia indicar que as familias
Acaulosporaceae e Glomeraceae sdo estarategistas tipo R
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e os membros da familia Gigasporaceae séo estrategistas
tipo K (HART & KLIRONOMUS, 2002).

Na contagem diferencial dos fungos no tratamento
com a mistura, houve uma diminuicdo dos esporos de R.
clarus enquanto verificou-se aumento no ndmero de
esporos de A. morrowiae. No cedro, no tratamento sem
biocarvao (controle), a relacdo do nimero de esporos foi
de 15:1 entre R. clarus e A. morrowiae e esta foi reduzida
para 1:1 na concentracdo de 10%. Esses resultados
evidenciam que o R. clarus é muito mais susceptivel a
adicdo de biocarvdo. No caso de A. morrowiae, todos os
tratamentos com o fungo isolado apresentaram um elevado
namero de esporos, enquanto que na mistura de FMA,
embora apresentando alto numero de esporos, foi
significativamente menor que o0s tratamentos com o fungo
isolado, indicando que existe antagonismo entre os fungos
testados.

Na bracatinga a colonizacdo micorrizica de todos os
FMA foi decrescente, com concentracbes de biocarvao
maiores que 1%, mas ndo se encontrou correlacado entre o
nimero de esporos e a colonizacdo micorrizica. Verificou-
se que o0s tratamentos com maior colonizacdo também
apresentaram diminuicdo no nimero de esporos, 0 que
pode estar relacionado com o pH, devido que altos valores
de pH podem inibir a germinacédo dos esporos (GREEN et
al., 1976: MALCOVA et al.,1998: HART & READER, 2002).
Este comportamento foi verificado nos tratamentos
inoculados com A. morrowiae e G. albida na concentracao
de 1%. No cedro, houve reducdo no nimero de esporos
nos tratamentos inoculados com G. albida na concentracao
de 5% de biocarvdo. Nesta concentracdo a colonizacao
radicular foi maior. Isto corrobora os resultados obtidos por
Green et al. (1976) os quais indicam que o pH étimo para a
germinacdo de esporos da familia Gigasporaceae e
préximo de 5,0 e onde em pH maiores ha inibicdo do seu
crescimento.

Em trabalho realizado Ferreira et al. (2015) com
Crotalaria juncea verificou-se que a colonizacdo micorrizica
e a esporulagdo por R. clarus foi reduzida em 79 e 60%
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com o aumento no fornecimento de P, respectivamente.
Considerando que o biocarvdo possui fosfato em sua
superficie (SPOKAS et al., 2010) e que o0 aumento do pH
devido a adicdo do biocarvdo no substrato aumenta a
disponibilidade de P na planta, esses fatores podem
ocasionar reducdo na colonizagcdo micorrizica de certos
isolados de FMA.

4.5.2. Efeitos do biocarvdo e FMA no crescimento das
mudas

Tanto a adicdo de biocarvao como a inoculacao de
FMA teve um efeito benéfico nas plantas de bracatinga e
cedro. Todas as variaveis responderam positivamente aos
fatores. As plantas foram beneficiadas pela adicdo de
biocarvdo onde houve um incremento direitamente
proporcional a adicdo de biocarvdo principalmente nas
doses de 1 e 2,5%. As espécies vegetais apresentaram
beneficios diferentes segundo o fungo sendo maiores os
beneficios de R. clarus em cedro e G. albida e A.
morrowiae em bracatinga. A adicdo do biocarvao
influenciou o aumento do pH do solo como ja foi
demostrado em outros trabalhos (WARNOCK et al., 2007:
JOSEPH et al.,2010: LECOY et al., 2013).

Também se observou na bracatinga a relacao entre o
pH e o teor de P, posto que em solos argilosos o P pode
ser imobilizado, principalmente pela formacédo de fosfato de
ferro. Lembre-se que nos casos em que o pH aumenta
apresenta-se também um aumento na solubilidade do P
(PENA-VENEGAS et al., 20007). Da mesma maneira,
evidenciou-se a diminuicdo da colonizacdo micorrizica com
0 aumento do teor de P e de pH, e, consequentemente, a
diminuicdo da simbiose —no caso da bracatinga— quando o
solo apresenta alta disponibilidade de P. No cedro no foi
evidenciada a interacao entre o pH e o teor de P, o qual é a
resposta esperada numa especial vegetal dependente de
FMA (GERDEMANN, 1975: JANOS 2007).

No presente estudo a resposta das plantas aos FMA
e a adicdo de biocarvao foi positiva. Com relacdo ao
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biochar o aumento no crescimento das plantas foi
evidenciado até a concentracdo de 5%, o que poderia ser
devido a compostos no biochar que poderiam inibir o
crescimento da planta. Embora o analise do biocarvao
(Tabela 1) ndo apresentou nenhum valor de metais
pesados por cima do aceitado pela CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente) o biocarvdo pode conter
compostos como o0 carvao ativado, que reduz a
disponibilidade de nutrientes (GUNDALE & DELUCA,
2006), e fenol ou etileno, que poderiam gerar respostas
prejudicais na planta, como perda de folias e senscéncia
(BUSS e MASEK, 2014).

O biocarvao apresentou diferencas em todas as
variaveis de crescimento avaliadas a excepcao da MSPA
da bracatinga. Isto pode ser devido a constante perda foliar
das mudas durante todo o experimento. O biocarvdo
apresenta altos teores de matéria organica além de
contribuir com nutrientes secundarios como o Ca,
indispensavel na parede celular (WHITE & BROADLEY,
2003), o Mg, que e uma dos compostos da clorofila
(WILKINSON et al.,1990) e primarios como o N na sua
forma disponivel (amoénio) indispensavel na sinteses de
proteinas (PEARSON & STEWART, 1993).

Além destes nutrientes, o biocarvdo apresenta
fosfato na sua superficie, mas como o biocarvdo apresenta
porosidades a raizes das plantas ndo conseguem assimilar
0 P (SPOKAS, 2010). Quando o biocarvdo e misturado
com FMA, o micélio destes Ultimos cresce dentro das
porosidades do biocarvao e disponibiliza o P para a planta
(HAMMER et al.,, 2014). Neste experimento este
comportamento foi evidenciado nos teores de P e o
acumulo de P, ja que aumentaram na presenca do
biocarvao. O P e um nutriente essencial para a planta ja
gque é uns dos maiores componentes dos &cidos nucleicos
e o ATP, o que faz este nutriente essencial na divisédo
celular e no crescimento vegetal (PRATT et al, 2009).

A inoculacdo de FMA favoreceu o0 crescimento
vegetal, mas apresentou diferencas entre as espécies
vegetais e a concentracdo de biocarvao. Encontrou-se que
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R. clarus foi inibido em todas as concentracdes de
biocarvdo. Estudos como o de Ferreira et al. (2015)
encontraram que o crescimento de R. clarus e inibido na
presenca de altos teores de P no solo. Quando R. clarus foi
inoculado no tratamento sem biocarvdo gerou 0s maiores
beneficios para a planta. Também houve sinergismo no
tratamento com todos os fungos na concentracdo de 1%.
Na bracatinga encontrou-se que o tratamento da mistura
dos FMA na concentracao de 10% foi 14% menor que o
tratamento sem inoculacdo. Isto poderia indicar que nesta
concentracao a relacéo planta-fungo ndo foi de mutualismo
mas sim de parasitismo. Baslam et al (2013) descreveu
como as plantas de Lactuca sativa diminuiram o tamanho
guando foram inoculadas com FMA no inverno.

Na bracatinga os tratamentos inoculados com G.
albida sem biocarvao apresentaram um aumento de 94%
comparado com 0S outros tratamentos na mesma
concentracdo de biocarvdo. Isto além de demonstrar uma
alta eficiéncia entre a bracatinga e G. albida, também
indica que nem sempre 0s estrategistas r 0s quais
apresentam colonizacdo radicular mais rapida e micélio
mais fino, tém vantagens sobre os estrategistas k como a
G. albida (HART & READER, 2002).

4.6. CONCLUSOES

- Alinoculacédo de FMA e a adicdo de carvao beneficiam o
crescimento de mudas de bracatinga e cedro em
substrato contendo solo de area de mineracdo de
carvao.

- Os isolados de FMA mais eficientes para bracatinga
foram A. morrowiae e G. albida, enquanto para o cedro
foi R. clarus, independentemente da concentracdo de
biocarvao.

- Houve inibicdo da colonizacdo micorrizica em altas
concentracdes desse material no substrato
principalmente para a bracatinga apesar dos beneficios
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do biocarvao para o crescimento das mudas.

Para a producdo de mudas destinadas a revegetacao de
areas degradadas pela mineracdo de carvdo sao
recomendadas concentragdes inferiores a 5% de
biocarvéao.
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5. CAPITULO 2: Micorrizas arbusculares e fosfato no
crescimento de espécies arbdreas em solo de areas de
mineracédo de carvao.

5.1. INTRODUCAO

A extracdo de carvdo mineral representa uma
importante  atividade econbmica no sul brasileiro
principalmente no setor termelétrico, sendo a extracédo
deste material no ano de 2013 de 33 mil toneladas (CPRM,
2010: DNPM, 2014). A mineracdo a seu aberto gera a
remocdo da camada estéril do solo o que dificulta o
estabelecimento da vegetacdo e favorece a contaminacao
dos ecosistemas adjacentes junto com a exposicdo de
minerais sulfatados que acidificam os corpos d’agua
gerando a drenagem acida de mina, erosdo e emissao de
gases efeito estufa (GOMES et al.,, 2008: LOPES et al.,
2009). Calcula-se que a minerac¢éo de carvao no estado de
Santa Catarina tem gerado mais de 6700 ha de areas
degradadas e a contaminacdo de 2/3 dos cursos de agua
pela presenca dos rejeitos nos aquiferos (JICA, 1997).

No processo de recuperacéo das areas degradadas
é primordial a construcdo topografica da paisagem,
conformacédo e a drenagem do terreno para estabelecer as
condicbes adequadas no solo que garantam o0
desenvolvimento da vegetacdo. Por isso é necessario
remover o0 rejeito de mineragdo ou a adicdo de uma
camada de argila compactada para isolar o material
contaminante. Apds este processo ser finalizado as areas
sédo cobertas com uma camada de solo de 5 a 10 cm de
espessura proveniente de areas de empréstimo. Estes sao
solos pobres que precisam ser adubados com N, P e K
(ROCHA-NICOLEITE et al.,2013). Sendo que tanto a
deficiéncia como o0 excesso de nutrientes pode ser
prejudicial para a planta e os microrganismos do solo
(NAGY et al.,2008).

Uma das alternativas para diminuir o efeito da
mineracdo e recuperar as areas degradadas €é a
revegetacdo. Esta auxilia o processo de recuperacdo das
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areas degradadas com a implementacdo de cobertura
vegetal (NASCIMENTO & BIONDI, 2008), propiciando
beneficios tais como; protecdo contra a radiacdo solar,
mantendo as temperaturas mais baixas, reduzindo a perda
de agua por evaporacdo; maior ciclagem de nutrientes,
além de beneficiar a atividade biolégica (GASSEN &
GASSEN, 1996). As espécies vegetais selecionadas para
implantacdo devem se adaptar as condigbes do solo e o
ambiente, sendo ideais espécies pioneiras como
bracatinga (Mimosa scabrella) e o cedro (Cedrela fisillis)
gue apresentem capacidade associacdo com comunidades
de microorganismos simbiontes tais como fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e no caso da bracatinga
com bactérias fixadoras de N2 (BFN) (FRANCO et al.,
1995; FRANCO & FARIA, 1997; SIQUEIRA et al., 2007).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) séo
simbiotroficos  obrigatérios  pertencentes ao  filo
Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001) e sdo capazes
de colonizar as raizes da maioria das plantas terrestres,
formando uma associacdo simbidtica mutualistica
denominada micorrizas arbusculares (MA). Os FMA séo
cosmopolitas, com ocorréncia abundante mesmo em areas
com elevado grau de degradacdo (KLAUBERG-FILHO et
al., 2005; STURMER & SIQUEIRA, 2008). Estes permitem
a absorcdo de agua e nutrientes fora da zona de
esgotamento que surge devido a maior absorcdo de
nutrientes ao redor das raizes (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006), além de favorecer a aquisicdo de N2 atmosférico
nas plantas noduliferas (JESUS et al., 2005; SOARES &
MOREIRA, 2010).

Nos solos degradados os FMA podem ter um
potencial de inocula mais baixo sem estes ndo estédo
adaptados as condi¢des do solo (HART & READER, 2004).
Desta forma, h4 a necessidade de se avaliar a interagédo
dos isolados de FMA com a bracatinga e o cedro em
diferentes concentragbes de P em solos sem esterilizar de
areas de recuperacao da regido carbonifera da Cricidma.
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5.2. OBJETIVOS
5.2.1. Objetivo Geral

Avaliar a interacdo dos isolados de FMA com
bracatinga e cedro em diferentes concentracfes de P em
solo ndo esterilizado de areas de mineracéo de carvdao em
recuperacao na regido carbonifera de Cricidma-SC.

5.2. Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da inoculagcdo de FMA em mudas de
bracatinga e cedro em solos com FMA nativos do solo da
regiao carbonifera de Criciima.

- Avaliar o efeito da adubacdo de P no desenvolvimento
dos FMA.

5.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo
do Laboratério de Microbiologia do Solo da UFSC
envolvendo a inoculagdo de FMA visando a revegetacao
de &reas de mineracdo de carvdo com espécies arboreas
em diferentes concentragcbes de P no solo. Foram
desenvolvidos dois experimentos independentes para cada
espécie vegetal (M. scabrella e C. fissilis) em delineamento
inteiramente casualizado em esquema 3x6: trés
concentracées de P no solo (0 mg kg™ P solo, 50 mg kg™ P
solo e 200 mg kg' P solo) e o seis tratamentos de
inoculagdo de FMA (Acaulospora morrowiae SCT400A,
Gigaspora albida SCT200A, Rhizophagus clarus RJ102A,
Acaulospora colombiana SCT115A, Claroideoglomus
etunicatum SCT101A e um tratamento controle n&o
inoculado) totalizando 18 tratamentos por espécie. No
experimento com a bracatinga foram empregadas 10
repeticbes por tratamento, enquanto para o cedro foram
cinco repeticoes.
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5.3.1 Implantac&o e conducéo experimental

As sementes de bracatinga e cedro foram
desinfestadas com hipoclorito de sédio 2% por dois
minutos. Para o caso de bracatinga foi realizada uma
quebra de dorméncia das sementes em agua a 80 °C por
20 min e mantidas em agua a temperatura ambiente por 12
horas, e para o caso do cedro foi colocado em agua a
temperatura ambiente por 72 horas trocando-se a agua a
cada 12 horas e posteriormente foram prégerminadas em
areia estéril por 7 dias a 25 °C. As sementes foram
semeadas em tubetes com capacidade de 175 cm?®
contendo solo da regido carbonifera de Cricuima-SC
misturado com biocarvdo na propor¢cdo 2,5% (base
volume) visando a melhoria das condi¢des fisico-quimicas
do solo. Esta concentracdo foi definida com base nos
resultados do experimento 1. Neste estudo ndo foi
realizada a correcdo do pH e o solo ndo foi esterilizado
para avaliar a capacidade dos FMA de competir com os
FMA nativos. Para o caso especifico da bracatinga, foi
realizada uma inoculacdo mista com bactérias fixadoras de
nitrogénio (BFN) no momento da semeadura, aplicando-se
1 mL dos isolados UFSC-B6, UFSC-B9, UFSC-B16 e
BR3437. Durante a conducdo experimental, as mudas
foram semanalmente irrigadas com solucédo de Hoagland &
Arnon (1950) sem P para o cedro e sem nitrogénio e P
para a bracatinga. Ap6és 8 semanas de crescimento,
constatou-se a auséncia de nédulos na bracatinga com o
aparecimento de deficiéncia de N. Apds este periodo
iniciou-se a aplicacdo semanal de solucdo de Hoagland
Arnon contendo 22,5 mM de N.

Os isolados de FMA empregados pertencem a
colecdo de Glomeromycota da FURB sendo os indculos
previamente caracterizados para a determinacao do
niamero de esporos segundo a metodologia de
peneiramento Umido e centrifugacdo em gradiente de
sacarose. No momento da semeadura foi realizada a
aplicacdo de 10 ml de solo inoculo na superficie dos
tubetes misturando-se com o substrato testado.
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5.3.2 Avaliacbes

As mudas foram produzidas até que as raizes
colonizarem todo o tubete, sendo o experimento com o
cedro conduzido por um periodo de 12 semanas enquanto
para a bracatinga foi de 13 semanas.

Ao final destes periodos os tubetes foram
desmontados e foi coletado aproximadamente 1 g de
raizes finas que foram cortadas em segmentos de 1,0 cm
aproximadamente de comprimento, foram lavadas com
agua destilada e coradas com azul de tripano, segundo o
método descrito por Philips e Hayman (1970).
Posteriormente foram analisadas com estereoscopio,
utilizando o método da interse¢cdo em placa quadriculada
(GIOVANETTI e MOSSE, 1980). Além disso foi avaliado o
namero inicial de esporos, pelo método de peneiramento
umido e centrifugacdo em gradiente de sacarose (ANSON
& ALLEN , 1986) Se fez uma identificacdo morfolégica dos
fungos do solo para conhecer a comunidade inicial de
FMA.

Posteriormente foram avaliados os efeitos dos
tratamentos sobre o crescimento das plantas (altura e
didmetro do colo). O teor de P foi quantificado por
colorimetria utilizando o método fosfo-molibdato, conforme
descrito em Malavolta et al. (1989)

Todos os dados obtidos foram submetidos as provas
de normalidade e homogeneidade. Foi realizada analise de
variancia para cada ensaio e posteriormente os dados
foram submetidos ao teste de comparacdo de médias de
Scott-Knott. Para isso, foi utilizado o programa estatistico
Sisvar.

5.3 RESULTADOS

Os efeitos da inoculagdo de diferentes espécies de
FMA com diferentes doses de P no crescimento das
plantas sdo apresentados na Fig 6. A altura das plantas de
bracatinga apresentou interacdo entre os dois fatores
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(P<0,05), enquanto no cedro ndo houve diferencas
significativas entre e dentro dos fatores. Na bracatinga, os
tratamentos com maior altura foram o inoculado com A.
morrowiae e o controle nas doses de 50 mg kg' de P,
apresentando incremento médio foi 29,5% comparado com
os demais tratamentos.

Fig 6: Altura, diametro e massa seca da parte aérea das plantas
de bracatinga (A, C e E respetivamente) e cedro (B, D, F) com os
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FMA A. colombiana, A. morrowiae, C. etunicatum, R. clarus, G
albida e sem inoculacdo (NI) nas diferentes concentracdes de P
apo6s de 13 e 12 semanas da semeadura respetivamente. Letras
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo test de
Scott-Knott. As letras mailsculas separam as médias entre as
doses de P e as minUsculas as médias entre os tratamentos de
FMA. As barras representam o erro padrao da média.
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Fig 7: Teor e acimulo de P na bracatinga (A e C respetivamente)
e cedro (B e D) com os fungos A. colombiana, A. morrowiae, C.
etunicatum, R. clarus, G albida e sem inoculacdo (NI) nas
diferentes concentracdes de P apds de 13 e 12 semanas da
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semeadura respetivamente. Letras seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo test de Scott-Knott. As barras
representam o erro padrdo da média.

No caso do cedro houve diferencas significativas
somente no fator dose de P, onde se encontrou que com
uma adicdo de 200 mg kg™ P as mudas tiveram incremento
no didmetro de 12%. Na bracatinga, embora as maiores
médias foram verificadas nos tratamentos com A.
morrowiae e no tratamento controle houve alta
variabilidade dentro dos tratamentos o que nao permitiu
encontrar diferencas significativas entre 0s mesmos.

Em relacdo ao peso seco da parte aérea na
bracatinga encontraram-se diferencgas significativas apenas
entre as doses de P.

Observou-se que a adicdo de P gera um aumento
significativo no crescimento da bracatinga. No cedro nao
foram encontradas estas diferencas. Os tratamentos sem
inoculacdo, nessa planta, teve um comportamento
semelhante a aqueles inoculados para todas as doses de
P.

No teor de P houve interacdo entre os fatores para
as duas plantas (Fig 7). Na bracatinga as plantas com
maior teor foram do tratamento inoculado com C.
etunicatum na dose de 50 mg kg™ solo. Para os outros
tratamentos inoculados ndo foi constatada diferencas
significativas. Entretanto, no tratamento sem inoculagéo
houve uma reducdo média de 69% para esta variavel.

Em relagcdo aos tratamentos de FMA, no cedro houve
um comportamento diferenciado nos fungos para as doses
de P. Na dose sem adi¢do de P o tratamento com maior
teor foi o inoculado com C. etunicatum, na dose de 50mg
kg P solo foram os tratamentos com C, etunicatum e A.
morrowiae, finalmente na dose de 200 mg kg™ P solo foram
os tratamentos com A. morrowiae e A. colombiana. Esses
foram os tratamentos com maior teor de P e ndo houve
diferencas significativas entre eles.

No acUmulo de P, no cedro, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos, devido a que houve
variagdo muito grande dentro dos tratamentos. Pelo
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contrario, na bracatinga houve diferencas dentro do fator
fungo. Encontrou-se que as plantas inoculadas com C.
etunicatum apresentaram um acumulo de P 95% maior
comparado com as plantas ndo inoculadas. Nao houve
diferencias estatisticas entre as plantas ndo inoculadas e
as plantas com G. albida.
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Fig 8: Porcentagem de colonizagdo radicular na bracatinga (A) e
cedro (B) com os fungos A. colombiana, A. morrowiae, C.
etunicatum, R. clarus, G albida e sem inoculagdo nas diferentes
concentracdes de P apds de 13 e 12 semanas da semeadura
respetivamente. Letras seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo test de Scott-Knott. As barras representam o erro
padrdo da média

A porcentagem de colonizag&o radicular foi alta nas
duas espécies vegetais ainda no tratamento sem
inoculacdo devido a que o solo ndo foi esterelizado o qual
continha FMA aut6ctones das areas de mineragcao o que
possibilitou porcentagem de colonizacdo micorrizica
superior a 50% (Fig 8). No cedro ndo houve diferencas
entre os fatores. No caso da bracatinga houve maior
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colonizacdo radicular nos tratamentos inoculados com os
fungos R. clarus, C. etunicatum e G. albida. O tratamento
inoculado com R. clarus teve um incremento na
colonizacdo de 36% comparado com tratamento sem
inoculacdo. Foi avaliado o nimero total de esporos no solo
antes de comecar o0 experimento, encontraram-se 243
esporos. Somente foram quantificados 0s esporos vivos,
mas nao foi feito um teste de viabilidade de esporos.

5.4 DISCUSSAO

No presente trabalho, encontrou-se que a adi¢do de
P no solo degradado pela mineracdo de carvao misturado
com os FMA pode ser uma boa ferramenta para a
revegetacao destas areas, ja que é conhecido que os FMA
conferem maior sobrevivéncia as espécies vegetais em
ambientes com potencial estressante (SCHREINER, 2007).
No caso das espécies pioneiras, como o0 cedro e a
bracatinga, tem se demonstrado uma alta dependéncia a
simbiose micorrizica, relacionada ao fato de possuir
sementes peguenas com pouco ou nenhum endosperma
(ZANGARO et al., 2013; MATSUMOTO et al., 2005).

Nos dois capitulos foi verificado inibicdo das BFN
quando foram inoculadas na bracatinga. Spokas et al
(2010) demostrou que o biochar contem doses de etileno
produto da pirdlise do benzeno e do metabolismo dos
microorganismos do biocarvao. O etileno além de ser um
horménio vegetal pode inibir a nodulagdo em bactérias
(OLDROYD et al, 2001; MURRAY et al, 2007). Os
mecanismos de nodulacdo ndo estdo completamente
elucidados, mas comegca com a secrecdo de um
lipoquitooligosacarideo bacteriano que induz a secrecdo e
acumulacao de citoquinas na raiz, 0 que gera uma cascata
de sinais planta-bactéria. O etileno atua inibindo a
acumulacdo de citoquinas (VAN ZEIJL et al., 2015).
Contudo, ha alguns autores que apontam que o biocarvao
pode sim ajudar na fixagdo de nitrogénio (MIA et al., 2014,
RONDON et al.,2007). Os resultados encontrados neste
estudo podem ser devido ao fato de que como o etileno é
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um gas, e os solos utilizados no trabalho tinham altos
contetdos de silte, o que ocasiona elevada retencdo de
agua que pode ocasionar baixa aeragcdo no substrato
(PARDOS, 2004), acarretanto acumulo de etileno com
consequente efeito deletério sobre a nodulacao.

A resposta dos tratamentos, como era de se esperar,
foi dependente da espécie vegetal. Nesse sentido, a
bracatinga foi influenciada frente a os fatores avaliados.
Encontraram-se diferencas entre o dentro de quase todas
as variaveis estudadas, apenas no didmetro do caule nédo
foram verificadas diferencas. Pelo contrario, o cedro
somente apresentou diferencas no didmetro e no teor de P.

No presente estudo, as plantas tiveram uma resposta
diferente em relacdo a altura. No caso da bracatinga, os
resultados foram semelhantes aos encontrados no capitulo
1, onde A. morrowiae gerou uma resposta positiva maior
comparada com os outros fungos indicando que esse FMA
apresenta uma alta afinidade com a bracatinga. No caso do
tratamento sem inoculacdo, observou-se alta colonizacéo
radicular, esse fato pode estar relacionado com que o0s
isolados ndo conseguiram competir com o inoculo nativo.
Segundo Hart & Reader (2004), solos degradados
apresentam baixo potencial de inéculo de FMA, no entanto,
isso pode ser revertido com o tempo em fungcdo da alta
capacidade adaptativa desses microrganismos. Desse
modo, nesses solos podem-se desenvolver comunidades
de microrganismos com alta eficiéncia na protecdo e
desenvolvimento das plantas.

O crescimento menor das plantas inoculadas pode
ser devido a que os fungos que conseguiram se
estabelecer estdo ocupando nichos bioldgicos que
usualmente ocupariam fungos adaptados as condi¢bes do
solo, como descrito por Colombo et al. (2013). Naquele
trabalho foram inoculados dois isolados geograficamente
distantes de Rhizophagus intraradices em plantas de
Calamintha nepeta com adubacdo e sem adubacédo de P.
As sementes das plantas foram coletadas em estado
silvestre e um dos isolados pertencia a mesma regido da
planta. Neste trabalho foi demostrado que as plantas

77



apresentavam maiores beneficios dos FMA da mesma
regido geogréfica, sugerindo que os fungos exdgenos
podem em determinadas condigcbes se tornar parasitos
para as plantas.

Foi evidenciado que a dose mais efectiva para a
planta de bracatinga foi 50mg kg™ P solo, indicando assim
que tanto a falta como o excesso desse nutriente pode
afetar negativamente o crescimento das mudas. Isso pode
ser explicado com que o P é um nutriente essencial que,
em baixas concentracbes, ocasionaria limitacdes
metabdlicas para a planta; enquanto que em altas
concentragBes pode inibir a colonizagdo micorrizica (NAGY
et al., 2008).

Tem-se encontrado que algumas plantas podem
selecionar os FMA durante a simbiose micorrizica,
fornecendo mais carbono aos fungos mais benéficos e
suprimindo aqueles fungos menos competitivos (BEVER et
al., 2009). Porém, essa capacidade nao é propria de todas
as plantas. Grman (2012) descreveu que algumas plantas
C4 néo tinham essa caracteristica. Desse modo, sugere-se
que a diferenca da bracatinga, o cedro tem a capacidade
de inibir os fungos menos eficientes para a planta. A
seletividade do cedro na simbiose com os FMA foi
demostrada por Pouyu-Rojas et al 2006, quem encontrou
gque a MSPA do cedro chegava a aumentar em 400% em
casos de simbiose com os FMA mas foi seletivo com
algumas espécies de FMA. No caso das doses de P, os
dados encontrados no presente trabalho sdo semelhantes
aos encontrados por Rocha et al (2006) onde diferentes
doses de P no solo ndo influenciaram a altura das plantas.

Em relacdo ao didmetro do caule, ndo foram
encontradas diferencas entre os tratamentos para a
bracatinga, e isto provavelmente se deve ao fato de que as
mudas ainda estavam muito jovens e ndo foi possivel
encontrar diferencas neste tempo.

A adicdo de P na bracatinga, para qualquer um dos
fungos inoculados, gerou um aumento na biomassa. O P é
um dos maiores componentes dos acidos nuclicos, das
membranas lipidicas e dos intermediarios fosfatados no
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metabolismo como o ATP, o que faz este nutriente
essencial na divisdo celular e no crescimento (PRATT et al,
2009).0s resultados do teor de P mostraram que as duas
plantas foram dependentes tanto para a adicdo de P
quanto para o fungo inoculado. Em ambas plantas os
maiores teores foram encontrados com diferentes FMA em
relacdo a dose de fosforo, evidenciando que os fungos
tem uma resposta diferente a concentracao de P no solo.
Os fungos que geraram maior teor de P nas plantas foram
aqueles que apresentam um micélio mais fino como os da
familia  Aculosporacea e Glomeraceae (HART &
KLIRONOMUS, 2002). Esse resultado indica que em
ambientes degradados essa caracteristica promoveria uma
melhor disponibilizacdo de P por parte dos FMA para a
planta.

No acumulo de P ndo houve diferencas entre os
fatores para o cedro, o que pode ser devido ao fato de que
néo foi avaliado o teor e acimulo de P da raiz. No caso da
bracatinga somente houve diferencas nos fungos, C.
etunicatum foi o fungo mais eficiente na absorcdo de P.
Estes dados sdo similares aos encontrados por Kahneh et
al (2006) onde C. etunicatum gerou um acumulo maior de
P em Camellia sinensis em diferentes doses de P no solo
comparado com isolados de R. intraradices e Glomus
versiforme. Neste estudo apenas foi avaliado o teor e
acumulo de P da parte aérea da planta pelo gue as baixas
guantidades de P nos tratamentos sem inoculacdo
poderiam ser justificadas por um maior acimulo na raiz.

As diferentes espécies de FMA exibem diferencias
na velocidade e extensdo de colonizagdo intraradical,
sendo que os fungos pertencentes as familias
Glomeraceae e Claroideoglomeraceae se destacam por
serem colonizadores rapidos e profusos (Hart & Reader
2002). Esse fato pode auxiliar na explicacdo de porque as
espécies R. clarus e C. etunicatum apresentaram as
maiores porcentagens de colonizagdo. Por outro lado, as
espécies do género Gigaspora sao tipicos estrategistas R,
caracterizados por apresentar uma velocidade menor de
colonizacdo, acompanhada por um maior crescimento do
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micélio extra-radicular e uma menor producdo de esporos,
gque por sua vez apresentam maior tamanho (Hart &
Reader, 2002). Para o caso de G. albida, contrario ao
esperado, apresentou uma alta porcentagem de
colonizacao, cabe ressaltar que, embora ndo e possivel a
identificacdo de espécies de FMA médiante avaliacdo de
hifas ou arblsculos (estruturas encontradas na avaliacédo
de colonizagdo), observou-se que a maioria das raizes
desse tratamento, estavam colonizadas por esporos
intraradiculares que ndo tinham as caracteristicas tipicas
da familia Gigasporaceae.

5.5 CONCLUSOES

- A inoculacdo com isolados seleccionados de FMA no
cedro e na bracatinga pouco influenciou o crescimento das
plantas e a colonizacdo micorrizica em solo de areas de
mineracdo ndo esterelizado, evidenciando que os FMA
autéctones séao eficientes e adaptados as condicdes desse
solo.

- Fungos micorrizicos autoctones das areas de mineragéo
de carvdo promovem elevada colonizagdo micorrizica nas
mudas em substrato com alto fornecimento de P.

- A adicdo de P no solo aumentou a biomassa da
bracatinga e o teor de P na planta, mas ndao houve
diferencas entre as doses de 50 e 200 mg kg™, enquanto
gue no cedro nao se verificou efeito da adubacao fosfatada
sobre o crescimento da planta.
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ANEXOS

Anexo A: Resumo ANAVA Influéncia na inoculacdo de
diferentes espécies de FMA e diferentes doses de
biocarvao nas diferentes variaveis na bracatinga

Variaveis G.L. Valor F P<
pH

FMA 4 4,123 0,01
Dose biocarvao 4 21,890 0,01
FMA+biocarvéao 16 2,093 0,05
C.v.=8,08

Colonizac&o Radicular

FMA 4 145,896 0,01
Dose biocarvéo 4 1,127 n.s.
FMA+biocarvéo 16 1,726 n.s.
C.V.=27,98

NuUmero de esporos

FMA 4 15,095 0,01
Dose biocarvao 4 1,302 n.s.
FMA+biocarvéao 16 2,468 0,01
C.V.= 88,93

Altura

FMA 4 0,968 n.s.
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Dose biocarvao 4 10,797 0,01
FMA+biocarvao 16 1.985 0,05
CV.=17,70

Diametro

FMA 4 6,672 0,01
Dose biocarvéo 4 10,963 0,01
FMA-+biocarvéo 16 1,612 n.s.

C.V.=1561

Matéria seca parte aérea

FMA 4 2,790 0,05
Dose biocarvéo 4 0,673 n.s.

FMA+biocarvéo 16 1,253 n.s.

C.V.= 29,62

Teor de P

FMA 4 7,896 0,01
Dose biocarvao 4 51,061 0,01
FMA+biocarvéao 16 8,351 0,01
C.V.= 26,96

Acumulo de P

FMA 4 13,610 0,01
Dose biocarvéo 4 31,060 0,01
FMA+biocarvéo 16 6,010 0,01
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C.V.=34,29

Anexo B: Resumo ANAVA Influéncia na inoculagdo de
diferentes espécies de FMA e diferentes doses de
biocarvao nas diferentes variaveis no cedro

Colonizac&o Radicular

FMA 4 540,248 0,01
Dose biocarvao 4 66,244 0,01
FMA+biocarvéao 16 6,229 0,01
CV.=1731

NUmero de esporos

FMA 4 50,281 0,01
Dose biocarvéo 4 3,263 0,05
FMA+biocarvéo 16 1,354 n.s.
CVv.=1731

Altura

FMA 4 2,535 0,05
Dose biocarvao 4 2,743 0,05
FMA+biocarvéo 16 1,727 0,05
C.V.= 22,86

Diametro

FMA 4 4,007 0,01
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Dose biocarvao 4 10,997 0,01
FMA+biocarvéao 16 1,094 0,05
C.V.=25/45

Matéria seca parte aérea

FMA 4 3,577 0,01
Dose biocarvéo 4 15,495 0,01
FMA+biocarvéo 16 2,766 0,01
C.V.=42,03

Teor de P

FMA 4 2,346 n.s.
Dose biocarvéo 4 0,143 n.s.
FMA+biocarvéo 16 1,294 n.s.
C.V.=24,13

AcUmulo de P

FMA 4 1,648 n.s.
Dose biocarvao 4 5,569 0,01
FMA+biocarvao 16 1,382 n.s.

C.\V.=46,11
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Anexo 3: Resumo ANAVA Influéncia na inoculacdo de
diferentes espécies de FMA e diferentes doses de P nas
diferentes variaveis avaliadas na bracatinga

Variaveis G.L. Valor F P<
Colonizac&o Radicular

FMA 5 5,901 0,01
Dose P 2 0,360 n.s.
FMA+P 7 0,948 n.s.
C.V.=17,96

Altura

FMA 5 3,160 0,01
Dose P 2 0,799 n.s.
FMA+P 7 0,886 n.s.
C.V.=23,12

Diametro

FMA 5 1,765 n.s.
Dose P 2 0,400 n.s.
FMA+P 7 1,398 n.s.
C.V.= 46,58

Matéria seca da parte aérea

FMA 5 0,822 n.s.
Dose P 2 15,738 0,01
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FMA+P 0,980 n.s.
CV.=1731

Teor de P

FMA 17,363 0,01
Dose P 0,787 n.s.
FMA+P 2,671 0,01
C.V.=29,52

Acumulo de P

FMA 18,164 0,01
Dose P 12,491 0,01
FMA+P 1,541 n.s.
C.V.=32,89
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Anexo 4: Resumo ANAVA Influéncia na inoculacdo de
diferentes espécies de FMA e diferentes doses de P nas
diferentes variaveis avaliadas no cedro

Variaveis G.L. Valor F P<

Colonizacédo Radicular

FMA 5 1,099 n.s.
Dose P 2 1,703 n.s.
FMA+P 7 1,656 n.s.
C.v.= 18,98

Altura

FMA 5 0,728 n.s.
Dose P 2 2,397 n.s.
FMA+P 7 1,888 n.s.
C.V.=21,26

Diametro

FMA 5 1,110 n.s.
Dose P 2 3,273 0.05
FMA+P 7 1,801 n.s.
C.V.= 46,58

Matéria seca da parte aérea

FMA 5 0,497 n.s.
Dose P 2 15,738 n.s.
FMA+P 7 0,980 n.s.
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C.V.=38,41

Teor de P

FMA 9,902 0,01
Dose P 0,435 n.s.
FMA+P 2,473 0,05
C.V.=29,52

Acumulo de P

FMA 1,731 n.s.
Dose P 2,174 n.s.
FMA+P 1,264 n.s.
C.V.=39,76
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