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RESUMO GERAL

MELLON], R. Densidade e diversidade de bactérias diazotréficas e fungos
micorrizicos arbusculares em solos de mineragiio de bauxita. Lavras:
UFLA, 2001. 173p. (Tese — Doutorado em Solos e Nutricéo de Plantas)”

A mineragdo ¢ uma atividade antrépica que provoca grandes alteragdes
fisicas, quimicas e biologicas no solo. A reabilitagio desses solos é obrigatoria
por lei e sua avaliagdo geralmente é realizada através de estudos de cobertura
vegetal e diversidade floristica. No entanto, nem sempre a reabilitacdo obtida
com estas determinagOes apresenta relages com a reabilitagdo do solo, ja que a
iltima deve envolver estudos de funcionalidade e sustentabilidade, as quais
estdo intimamente ligadas & presenga e atividade de grupos-chave de
microrganismos. Fungos micorrizicos arbusculares e microrganismos
diazotréficos podem ser considerados fimdamentais para a reabilitago de solos
minerados, principalmente pela participagdo em ciclos biogeoquimicos,
incluindo a fixagdo biolégica de nitrogénio, contribuigdo a agregacio do solo e
otimizacio da utilizacio de nutrientes e dgua pelas plantas. No entanto, apesar
desta importéincia, n3o ha trabalhos mostrando o efeito de diferentes estratégias e
cronosseqiiéncias de reabilitagio de solos minerados nestas populacdes. Para
este estudo, 7 sitios da regifio de campo ¢ 8 da regifio de serra, pertencentes a
ALCOA Aluminio S/A (Pogos de Caldas, MG), foram amostrados em trés
estagdes do ano (invermno-agosto de 1998, verdo-margo de 1999 e primavera-
dezembro de 1999). Estes sitios apresentavam-se sob diferentes estratégias e
cronosseqiiéncia de reabilitagio (recém-minerado até referéncias nio mineradas)
e as amostras foram utilizadas em experimentos de casa-de-vegetagio e
laboratorio, para avaliagio de populagdes de rizobio (densidade, diversidade
fenotipica cultural e eficiéncia de populagdes em feijoeiro e caupi), diazotroficos
endofiicos (densidade e diversidade fenotipica cultural) e fimgos MAs
{patencial de inoculo, diversidade e eficiéncia de populacdes em feijoeiro). A
mmeracdo reduziu a ocorréncia, diversidade e eficiéncia de microrganismos
diazotroficos e fungos MAs. As espécies vegetais contribuem de modo
diferenciado @ recuperagiio destes grupos de microrganismos, com efeito .
postsvo das estratégias de reabilitacio que utilizam gramineas (capim-gordura,
braquiaria e azevém) e bracatingas, e efeito negativo daquelas que empregam
eucalipto em plantio adensado e homogéneo. Através da utilizagiio de indices de
reabilitagdo, obtidos pelas caracteristicas de solo e vegetacdo in sifu,
dendogramas de similaridade e anilise de componentes principais (PCA), foi

* Comité de Orientacdo: Fétima M.S. Moreira - UFLA (Orientadora), José Oswaldo
Siqueira - UFLA



possivel discriminar os diferentes sitios de estudo e verificar que o efeito das
estratégias de reabilitagiio foi mais importante do que sua cronosseqiiéncia, nio
havendo relacdo entre a reabilitagio avaliada por atributos in situ e aquela obtida
através das varidveis microbiolégicas. A reabilitacdo dos sitios do campo
mostrou-se fortemente influenciada pelas variaveis microbioldgicas, enquanto
aquela dos sitios da serra, mais influenciada pelos atributos fisicos e quimicos.
As varidveis microbiologicas mostraram alta sensibilidade em discriminar os
diferentes sitios de estudo, apresentando, portanto, grande potencial de utilizagio
como indicadores microbiolégicos da reabilitagio de solos de mineracio de
bauxita. '



GENNERAL ABSTRACT

MELLONI, R. Density and diversity of fixing nitrogen bacteria and
arbuscular mycorrhizal fungi in bauxite mined' soils. Lavras: UFLA,
2001. 173p. (Thesis — Doctorate in Soil and Plant Nutrition)”

Mining is an anthropic activity that promotes great physical, chemical
and biological changes in soil. The rehabilitation of these soils is obligatory by
law and its evaluation generally is done by studies of soil covering indexes and
plant diversity. However, the rehabilitation on surface soil can not be related
with actual soil rehabilitation, because the last one mmst involve studies of
functioning and sustainability, which are closely related to the presence and
activity of some key microbial groups. Arbuscular mycorrhizal fungi and
diazotrophic bacteria are considered very important to mining soil rehabilitation,
mainly for participation in biogeochemical cycling, mcluding biclogical nitrogen
fixation, contribution to soil aggregation and optimization of nutrient and water
plant absorption. Despite this importance, there are no reports showing the effect
of different rehabilitation strategies and chronossequences on these populations.
For this study, 7 sites on “campo” region and 8 sites on “serra”, belonging to
ALCOA Aluminio S/A (Pogos de Caldas, MG), were sampled in winter-August
1998, summer-March 1999 and spring-December 1999. These sites were under
different rehabilitation strategies and chronossequences (newly-mined non-
rehabilitated to undisturbed references) and the soil samples were used in
greenhouse and laboratory experiments for evaluation of rhizobia populations
(density, cultural phenotypic diversity and efficiency on bean and cowpea
plants), endophytic fixing bacteria (density and cultural phenotypic diversity)
and AM fungi (inoculum potential, diversity and efficiency on bean plants). The
mining activity reduced the occurrence, diversity and efficiency of diazotrophic
bacteria and AM fungi. The rehabilitation strategies contributed differently to
recuperation of these microbial groups, with positive effect of those involving
graminous plants (Melinis minutiflora, Brachiaria decumbens and Lolium
multiflorum) and “bracatingas” (Mimosa scabrella), and negative effect of those
involving eucalyptus in homogenous and high density conditions. Through the
rehabilitation indexes obtained from in situ soil and plant characteristics,
similarity dendograms and principal components analysis (PCA), it was possible
discriminate the different sites and verify that the effect of rehabilitation
strategies was higher than its age, with no relationship between in situ
rehabilitation and that evaluated from microbial parameters. The rehabilitation

* Guidance Committee: F4tima M.S. Moreira - UFLA (Major Professor), José Oswaldo
Siqueira - UFLA.



of “campo” sites was more influenced by microbial parameters, while that of
“serra” was more dependent on physical and chemical parameters. The
microbial parameters showed high sensibility to discriminate the different sites,
with high potential of utilization as microbial indicators of rehabilitation on
bauxite mined soils.

iv



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil se destaca comoaterceirar&servamm&ialdebauxila,comum
volume estimado 3,2 bilhGes de toneladas, inferior somente ao da Nova
Guiné e ao da Austrilia (Gisler, 1995). Em 1998, no Brasil foram produzidas
13,5 milhdes de toneladas de bauxita, com producio estivel hi varios anos
(www.mbendi.co.za/indy/ming/baux/sa/p0005 htm). Minas Gerais é o Estado
com o maior numero de lavras de bauxita e, por estar as indistrias de mineragdo
localizadas junto s jazidas minerais, esta constitui um dos fatores principais de
interiorizacio do Brasil e estabelecimento de novas fromteiras de
desenvolvimento (Lorenzo, 1991). O planalto de Pogos de Caldas (MG), com
800 km’ de area, constitui um dos maiores centros igneos do mundo e um
grande produtor de bauxita (Gisler, 1995), a qual é explorada pela empresa de
mineragio Alcoa Aluminio S/A, desde 1970 (Souza, ‘;1997), responsavel por
25% da produgdo do aluminio nacional (www.alcoa.com.br).

A atividade de mineragio provoca expressivos impactos no solo,
paisagem, dgua e no ar, sendo considerada uma das mals impactantes a0 meio
ambiente. Segundo BRASIL (1990), éreas degradadas pela mineragio sio
caracterizadas como aquelas em que a vegetagdo nativa e a fauna foram
destruidas, removidas ou expulsas. A camada superficial do solo é perdida,
removida ou enterrada, e a qualidade e o regime de vaufb do sistema hidrico sdo
alterados. A degradagio ambiental ¢ inerente 3 minerago, seado o impacto
desta no ambiente dependente do volume explorado, tipo de mineragdo, e dos
rejeitos produzidos (Griffith, 1980). No entanto, a recgperagﬁo dessas areas é
obrigatoria por lei e a revegetagdo é empregada visandé reconstruir o fluxo de
energia e nutrientes no ecossistema, o que ocorre através de processos que sdo

em sua maioria mediados pelos organismos do solo (Siquéira et al., 1994),



Os solos recém-minerados sio submetidos a extremos de temperatura e
PH, limitacdio de agua, erosdo, baixa disponibilidade de nutrientes e matéria
orginica, exercendo grande impacto na densidade e diversidade de
microrganismos funcionais, como bactérias diazotréficas e fingos micorrizicos
arbusculares, os quais apresentam importante papel na sustentabilidade destes
sistemas pela incorporagio de nitrogénio (Bashan e Holguin, 1997; Franco e
Faria, 1997), contribuicio na agregagdo do solo e otimizagdio da utilizagsio de
nutrientes pelas plantas (Siqueira, 1996; Smith e Read, 1997).

A avaliagio do sucesso da reabilitacio de solos degradados tem sido
dificil e praticamente restrita a aspectos visuais de cobertura do solo e
diversidade floristica (Brower e Zar, 1977). No entanto, estes parimetros podem
ngo refletir 2 qualidade e funcionalidade de solos em ecossistemas impactados
(Skouse, Johnson o Garbuit, 1994; Ruivo, 1698). Devido & importincia dos
microrganismosoomomediadomdosprooessosdosoloedmesseremmnito
sensiveis as permrbagaés no solo (Doran e Zeiss, 2000; van Bruggen e
Semenov, 2000) e na cobertura vegetal (Prasad, Basu e Behera, 1994), os
Imicrorganismos e seus processos apresentam grande potencial como indicadores
nas avaliagGes de areas reabilitadas. '

Apesar de bastante conhecido o impacto da mineragdo sobre os
organismos e processos do solo, s50 raros ou inexistentes os estudos sobre o
efeito de diferentes estratégias e cronosseqiiéncias de reabilitacdo na densidade e
diversidade destes microrganismos. Assim, os objetivos do presente estudo
foram avaliar populagdes de bactérias diazotroficas simbiéticas e associativas
com plantas, e de fungos micorrizicos arbusculares em solos de mineracio de
bauxita sob diferentes estratégias e cronosseqiiéncias de reabilitagdo, avaliando
também a potencialidade de utilizagio destas varidveis microbioldgicas como
indicadores do grau de reabilitagsio desses solos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Atividade de minerag#io de bauxita e a legislagfio brasileira

Bauxita ¢ o resultado da intemperizagio de rochas alumino-silicatadas e
matéria-prima basica da indistria de aluminio primirio (Negreiros, 1979). A
maior parte dos depdsitos de bauxita ocorre nos trépicos e poucos em areas de
clima temperado (Errico e Horta, 1977). A atuagiio dos processos de
intemperismo sobre o macico de rochas alcalinas do municipio de Pogos de
Caldas (MG) levou i formagfio de extensos depdsitos de bauxita, os quais
receberam interesse econdmico a partir de 1934 (BRASIL, 1979). As jazidas de
bauxita desta regido ocorrem em duas situagSes distintas: as de serra e as de
campo. As jazidas de serra sdo formadas diretamente a partir do intemperismo
de rochas alcalinas, enquanto nas jazidas de campo, o minério bauxitico é
formado indiretamente pela dissilicatizagdo das argilas (BRASIL, 1979). Esses
processos, especialmente dessilicatizacio e perda de bases, podem ser
considerados aspectos basicos para entendimento, recuperagio e revegetacio dos
solos de bauxita altamente intemperizados (Fox et al., 1991).

As leis brasileiras t€m se tomado exigentes com respeito 3
regulamentagio das atividades mineradoras, visando a minimizagio do impacto
ambiental ou a recuperagio de areas nas quais se realizam atividades de
mineracdo. Segundo Lorenzo (1991), essa regulamentagio esti contida no
Decreto lei n® 227, de 28 de fevereiro de 1967 (codigo da mineragdio) e n® 62934,
de 03 de julho de 1968. A nova Constituigio Brasileira é mais especifica sobre a
recuperacdo de areas mineradas, constando no segundo paragrafo do artigo 225
do capitulo VI: “Aquele que explorar recursos minerais fica obrigado a
recuperar o meio ambiente degradado, de acordo com solugdo técnica exigida
pelo érgdo publico competente, na forma de lei.” Em 1989, pela Lei n® 6938 do
Decreto n® 97632, esclarece-se que os novos empreendimentos no setor mineral



devem apresentar ao érgio oficial competente um EIA (Estudo de Impacto
Ambiental) / RIMA (Relatério de Impacto Ambiental), juntamente com plano de
recuperagdo da drea degradada pela atividade de mineragio (BRASIL, 1990).
Opmoessodeminetacﬁomvolveaconsnuqiode%h'adasdeac&ssoé
mina ¢ a remogdo da cobertura vegetal e da camada superficial do solo, assim
como detodoosoloqueseoontraacﬁnadarochaaserexplomda. A camada
superficial, normalmente com maiores quantidades de matéria orgénica,
nutrientes e microrganismos, é retirada e armazenada, para posteriormente ser
adicionada a superficie do solo minerado no processo de recuperagio (Williams,
Bugin e Reis, 1990). Com isso, ha grandes alteragSes nos atributos fisicos,
quimicos e biolégicos do solo, destacando-se a oxidagdo da matéria organica,
perda de nutrientes (Fresquez, Aldon e Lindermann, 1986; Franco et al., 1995) e
viabilidade dos propagulos microbianos (White, Munn e Williams, 1989).
Uma das primeiras etapas para melhorar os atributos fisicos, quimicos e
biologicos desses solos é promover sua revegetagdo. Segundo Souza e Silva
#(1996), o processo de revegetacio pode envolver o emprego de técnicas
;diﬁrmciadas denominadas recuperagio ou reabilitagdo, conforme as espécies
(vegetais utilizadas. Na recuperacdo, sio empregadas espécies preexistentes, de
forma a dar condig@es para que o ecossistema adquira caracteristicas préximas
das originais. J4 na reabilitacio, as plantas constituem, em sua maioria, espécies
exdticas ouoﬁginaisdeouhosecossistemaslowise,comoreeultado&sse
processo, novo ecossistema com caracteristicas distintas do original é formado.
No entanto, a reabilitagiio de areas mineradas é recente no Brasil, e atualmente
tem sido realizada através da adicio de matéria orgénica, calagem, adubacio e
revegetagdo com plantas de rdpido crescimento e resistentes aos estresses
edaficos (Andrade, 1991; Lorenzo, 1991; Souza, 1997). Segundo Biro et al.
(1993), a adi¢do de matéria orginica tem contribuido para a aceleragio da
revegetacdo e aumento da fertilidade de solos minerados. Nesses solos, a



revegetacdo parece ser capaz de estabelecer um ecossistema estavel e fincional,
com processos de ciclagem de nutrientes (Janos, 1980; Siqueira, 1996). Trata-se
de um processo que envolve nfio somente o plantio de espécies vegetais, mas
também a sele¢do adequada dessas espécies e das técnicas de manejo visando
aceleragdo e reconstituicdo dos processos naturais de sucessdo (Griffith, 1980;
Barth, 1989).

Assim, através da implantaciio de varios tipos de cobertura vegetal, de
acordo com a estratégia de reabilitagio adotada, tem-se procurado criar
condigdes edificas que permitam a reabilita¢io dos solos minerados. No entanto,
apesar da importncia atribuida as estratégias, ndo se'deve desconsiderar o
possivel efeito do tempo de revegetagdo na reabilitagio desses solos, cujo
estudo pode ser de grande imteresse no contexto de sustentabilidade desses
ambientes impactados. ‘

2.2 Grupos funcionais de microrganismos em solos minerados

2.2.1 Diazotréficos simbidticos com plantas: rizébios

O solo representa um dos menores reservatérios de N da natureza, onde
ocorre predominantemente na forma organica, sendo suas transformag3es e
fluxos quase totalmente dependentes da a¢io microbiana. Numerosos estudos
tém demonstrado que estas transformagdes sio sensiveis a interferéncias
impostas sobre o solo. Assim, a propria fixagio biologica de N, e os
microrganismos diazotréficos sio muito afetados pelas alteragdes no manejo do
solo, podendo ser empregados em estudos da qualidade e avahagoes do grau de
reabilitagido do solo minerado.

Dentre os .diversos grupos de microrganismos do solo, aqueles fixadores
de N, atmosférico ou diazotréficos sdio considerados grupos fumcicnais-chave,
uma vez que desempenham papel importante em processos relacionados a
sustentabilidade do sistema solo-planta, incorporando nitrogénio nesses



ecossistemas (Boddey et al., 1997: Franco e Faria, 1997; Franco e Balieiro,
1999). Estas formam um grupo com alta diversidade bioquimica, fisiologica e
morfolégica, podendo ser encontrados entre as bactérias, cianobactérias e
actinomicetos, e vivendo livremente no solo ou em simbiose com plantas.
Dentre os que formam simbiose, destacam-se os rizobios, que produzem
estruturas tipicas denominadas nédulos nas raizes ou, excepcionalmente, no
caule das plantas e, atualmente, estio distribuidos em 6 géneros
(Bradyrhizobium, Rhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium e
AIIorhizobium), os quais sdo capazes de nodular, de modo especifico ou
promiscuo, uma variedade imensa de leguminosas. Ha plantas, como feijoeiro,
caupi, siratro, e outras, que, por sua baixa especificidade em nodular, sio
consideradas boas plantas-isca para detectar a diversidade das populagdes de
rizbio no solo. O caupi, por exemplo, é uma destas plantas que se destaca na
captura de rizébios de grande diversidade, apresentando grande potencial de
utilizagio nesses estudos (Lewin et al., 1987; Martins, Neves e Rumjanek, 1997;
Pereira, 2000).

Sdo inexistentes os estudos ligados i densidade, diversidade e eficiéncia
desses microrganismos diazotréficos simbiéticos com plantas em solos de
mineragio de bauxita sob diferentes estratégias e cronosseqiiéncias de
reabilitacdo. A sobrevivéncia, competitividade e eficiéncia simbiética do rizébio
sdo limitadas por diversos fatores, como espécie e mutrigio vegetal baixa
fertilidade do solo, toxicidade por Al e Mn decorrente da acidez, altas
temperaturas, baixa ou elevada umidade no solo, revolvimento, entre outros,
condiges estas que podem ser normalmente encontradas em solos minerados
(Brockwell, Bottomley e Thies, 1995). Varios pesquisadores relataram reducdo
da diversidade de rizébio pelo revolvimento do solo (Coutinho et al., 1999;
Chueire et al., 2000; Ferreira et al., 2000). Como ja discutido, a fertilidade do
solo varia com a espécie empregada como estratégia de reabilitagio das areas



mineradas (Franco et al., 1992; Maschio, Scalzo e Gaiad, 1992; Dias, Franco e
Campello, 1994), podendo atuar, portanto, positivamente no aumento da
densidade, diversidade e atividade de rizébios nos solos (Franco e Faria, 1997;
Andrade, Murphy e Giller, 2000; Denton et al., 2000; Fhingria e Vargas, 2000;
Straliotto, Ferreira ¢ Rumjanek, 2000). Também a revegetag3o com leguminosas
tem sido indicada na reabilitagio de solos degradados, e uma dessas espécies é a
Mimosa scabrella (bracatinga), a qual foi normalmente empregada na
revegetagdo dos sitios deste estudo, por tolerar solos acidos (Mattos e Mattos,
1980) e com baixa disponibilidade de N (Simdes et al., 1978), formar simbiose
eficiente com rizébio (Franco et al., 1992), ser considerada a mais eficiente (em
relagio & floresta nativa, eucalipto, pinus e solos desnudos) na recuperago da
microbiota e fertilidade de solos de mineragdo de' xisto-pirobetumninoso
(Maschio, Scalzo e Gaiad, 1992) e produzir grande quantidade de serapilheira
com elevado teor de nitrogénio (EMBRAPA, 1988). Estudos conduzidos por
Baggio (1995) mostraram que a fixagdio biolégica de N, em bracatinga inoculada
com estirpe selecionada de rizébio pode variar de 190 a 493 kg N ha™ ano”,
representando um grande papel na incorporagéo desse nutriente no solo.

Ainda, condigdes de baixa disponibilidade de carbono e energia,
Wong e Evans (1971) mostraram que células de rizobio podem viver
saprofiticamente por possuirem PHB (poli-B-hidroxibutirato), o qual pode ser
catabolizado e manmter a suva sobrevivéncia independentemente da planta
hospedeira. No entanto, em altos teores de matéria orgénica no solo, além da
possibilidade de incrementarem a disponibilidade | de nitrogénio e,
consequentemente, afetar negativamente a nodulagio e atividade de rizobio
(Salminem, 1981), podem reduzir sua populagiio devido a0 aumento da predacio
por protozoarios (Pena-Cabriales e Alexander, 1983). Estes resultados indicam a
possibilidade de células de rizobio sobreviverem em condigdes de baixa
fertilidade do solo, a qual é normalmente encontrada em solos recém-minerados.



2.2.2 Diazotréficos endofiticos

O termo endéfito refere-se a colonizagdo intema da miz por
microrganismos (fungos e bactérias) que usualmente ndio causam prejuizo ao
hospedeiroequevivemamaiorpartedesuavidaintemammtenotecido
vegetal, sem provocar sintomas patogénicos (Baldani et al.,, 1999). Devido a
habilidade de alguns diazotréficos colonizarem primariamente o interior
radicular de gramineas, apresentarem baixa sobrevivéncia no solo e fixarem
nih'ogénioemassociat;iocom&stasplantas,otennoendéﬁtofoitambém
introduzido na drea de fixaglio biolégica de nitrogénio por Débereiner (1992).
Estas bactérias endofiticas localizam-se em nichos protegidos com baixas
pressdes de oxigénio (condigio ideal para a atividade da nitrogenase), alta
disponibilidade energética e baixa competitividade, podendo expressar a
méixima capacidade de fixacio de nitrogénio. Segundo Débereiner, Baldani e
Baldani (1995), estas caracteristicas parecem ser a chave para explicar a
contribuicdo eficiente da fixagio de nitrogénio dessas associagdes.

A classificagio destes microrganismos em endofiticos facultativos ou
endofiticos obrigatérios foi sugerida para diferenciar, respectivamente,
microrganismos que podem colonizar tanto a superficie quanto o interior das
raizes, e sobreviverem bem no solo, daqueles que ndo sobrevivem bem no solo
mascolonizamointeﬁordasraizeseparteaér&dasplantas.Omlpode
endofiticos facultativos, composto na maior parte por bactérias do género
Azospirillum, é um dos mais estudados, principalmente em relagdo aos aspectos
ecoldgicos, fisiologicos e ubigiidade com relacio aos hospedeiros. No entanto,
bactérias dos géneros Herbaspirillum, Acetobacter, Burkholderia e Azoarcus
compdem o grupo de endofiticos obrigatérios, com grande variagio na
especificidade de hospedeiro (Magalhies e Ddbereiner, 1984; Baldani et al.,
1997).



Métodos laboratoriais envolvendo a utilizagio de meios seletivos para
diferentes microrganismos sdo atualmente empregados para isolamento de
Azospirillum spp. (meio NFb - Débereiner, 1980), Herbaspirillum spp. (meio
JNFb - Baldani et al., 1992) e A. amazonense (meio Fam - Magalhdes, 1983).
Com os isolados obtidos, pode-se estudar a diversidade fenotipica de uma
maneira simples, através das caracteristicas morfolégicas das colénias em meios
de cultura, como aquelas descritas por Débereiner, Baldani'e Baldani (1995).

As maiores ocorréncias destes microrganismos sio com plantas da
familia Gramineae, principalmente bactérias diazotroficas pertencentes ao
género Azospirillum (Okon e Labandera-Gonzales, 1994; Bashan e Holguin,
1997). Quanto as bactérias do género Herbaspirillum, pesquisas comprovaram a
baixa capacidade de sobrevivéncia no solo (Olivares et al., 1996), podendo se
apresentar em estidio vidvel mas ndo cultivaivel (Baldani et al, 1999),
dificultando o isolamento em solos recém-minerados. Pelo fato das gramineas
serem atualmente muito empregadas na maioria das estratégias de reabilitagio
de solos minerados, espera-se que este grupo de microrganismos e seus
processos sejam estimulados e contribuam ao fluxo de energia e nutrientes
nesses ambientes.

A ocorréncia e atividade de bactérias diazotroficas endofiticas sdo
mfluenciadas por imimeros fatores ambientais (disponibilidade de fontes de
carbono e energia, presenga de nitrogénio fixado, pH, umidade, nutrientes,
temperatura, entre outros) e, apesar de niio haver relatos:de estudos em solos
mmnerados, podem contribuir para sua reabilitagio 'e ainda apresentar
potencialidade de utilizagfio nesta avaliaggo. ‘

Segundo Okon e Itzigsohn (1992) e Bashan e Holguin (1997), bactérias
do género Azospirillum podem sobreviver a condigdes estressantes do solo na
forma de cistos, os quais sdo fisiologicamente ativos ;e capazes de fixar
| nitrogénio, na auséncia de carbono. Pesquisas mostraram ainda que, assim como



células de rizébio, possuem PHB em condicBes de estresse, que pode ser
catabolizado e utilizado como fonte de carbono e energia (Tal e Okon, 1985;
Baldani et al., 1999). Esta caracteristica pode permitir a sobrevivéncia de células
de Azospirillum em solos recém minerados, as quais poderiam se multiplicar e
incorporar nitrogénio nesses ecossistemas, quando do processo de reabilitagdo.

Boddey e Victoria (1986) verificaram que a FBN em Brachiaria
humidicola e B. decumbens foi de 30 e 45 kg N ha™ ano”, respectivamente, o
que comprova a cantribuigdo das gramineas na incorporagio de nitrogénio no
solo. Além da fixag8io de nitrogénio, bactérias endofiticas sio conhecidas pela
capacidade de produzir horménios de crescimento, tais como auxinas,
giberelinas e citoquininas in vitro (Hartmann e Zimmer, 1994). A produgdo, pela
planta, de substincias de crescimento resposta 3 colonizacio radicular
também tem sido sugerida como uma explicagio altemativa para os aumentos de
crescimento plantas inoculadas com Azospirillum (Fallik, Okon e Fisher,
1988). Tem-se verificado que ocorre um aumento da densidade de pélos
radiculares, da taxa de aparecimento de raizes secundirias e da superficie
radicular quando as plantas sfo colonizadas por essas bactérias. Tal incremento
resulta num aumento de absorgio de 4gua e nutrientes, elevando, assim, a
capacidade da planta se desenvolver e suportar estresses ambientais (Baldani et
al., 1999; Bazzicalupo e Okon, 2000), como em areas mineradas.

2.2.3 Fungos micorrizicos arbusculares (MAs)
Outro grupo de microrganismos que pode estar diretamente envolvido na
reabilitagio de solos minerados é aquele formado por fungos MAs. As

associagdes smblmWﬁmgos do solo e as
raizes da maioria das espécies vegetais vasculam sao conhecidas _como

micorrizas arbusculares. Estas associagdes exercem efeitos ﬁs:ologwos e
m'

nm:ncxonals marcw planm hospedeua, sendo o ﬁmgo responsavel
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pelo aumento da capacidade de absorcdo e transferéncia de nutrientes minerais
[Pe’o aumento da capacid
_do solo a planta, aumenta/nd,g_n_capac\ e destas de sobreviver em condigGes

adversas ou sub-6timas de ferti solo e competicdio entre plantas no

Processo de sucessdo.

As espécies vegetais diferem quanto a capacidade de formar e de se
beneficiar da_simbiose pelo fato dos efeitos no—cresci das serem
predominantemente nutricionais,-os_quais variam em finglio da exigéncia da
mesma e ¢ da ‘_f_e_m__kda_deMo (Siqueira e Saggin-Jimior, 1995) Pelos seus
eﬁettos essa simbiose se torna de grande importincia para as plantas em solos
minerados, onde hd maximiza¢do do uso de nutrientes do solo (principaimente P
e Zn), incremento da fixagiio bioldgica de N; em leguminosas (Cardoso, 1986;
Franco e Faria, 1997), atuagio na agregacdo e estabilidade de agregados através
da rede micelial (Miller ¢ Jastrow, 1992a,b) e estabilizagfio e sustentabilidade do
ecossistema (Johnson e Pfleger, 1992; Souza e Silva, 1996; Smith e Read,
1997). Segundo Fox et al. (1991), o P pode ser considerado o nutriente mais
limitante em solos de mineragio de bauxita e a chave para sua reabilitagiio,
sendo sua absor¢do largamente incrementada na presenga de fungos MAs. A
maior absorgdio de P por plantas micorrizadas tem sido atribuida a uma maior
exploragio superficial de solo (Jasper, Robson e Abbott, 1979; Xiao-Lin,
George e Marschner, 1991) e & capacidade das hifas extrarradiculares de
absorver P em baixa concentra¢io (Karunaratne, Baker e Barker, 1986; Silveira
e Cardoso, 1991).

Apds a perturbagio do solo (deslocamento e reposicio da camada
superficial em areas mineradas, por exemplo), &sttateglas devem ser tomadas
para evitar a criagdo de condigdes desfavordveis e, principalmente, diminuir o

periodo no qual o solo permanece sem vegetagio. A auséncia de cobertura
vegetal promove auséncia de exsudatos radiculares no ‘solo, os quais podem
reduzir o nimero de propagulos de fungos MAs (Bécard e Piché, 1989; Bécard,
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Douds e Pfeffer, 1992). Em solos revolvidos, vérios pesquisadores (Kabir et al.,

1998; Cuenca, Andrade e Escalante, 1998; Kling e Jakobsen, 1998; Yano et al.,

1998) verificaram redugdo no nimero de propagulos de fingos MAs, além da
menor diversidade (Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira, 1989; Douds et al.,

1995), diminuindo o mimero de propagulos no solo, selecionando espécies para

a sobrevivéncia e reduzindo a possibilidade de formagdo de micorriza nessas
condigdes.

X A_ocoméncia, diversidade e eficiéncia_simbidtica d@_ﬁg%si:

também influenciadas NIW/MW
EHEW (Brundrett e Abbott, 1994; M@%W
_(Jasper, Abbott e Robm_l&%;_ﬁm% , Abbott e Robson, 1996), além das
varisoles das _relacdes _genétipohospedeiro, Segundo Read (1981), 3™
substituicio da vegetacio nativa por plantas exéticas pode exercer pressdo

seletiva nas populacdes de fingos MAs. Johnson e Pfleger (1992) observaram
que mudancas na popﬁlagﬁ odem ser devidas 3 preferéncia seletiva
i lantas por membros da_comuni de indo a

W.E&em&dohﬁaquemdiwmidaﬂedeﬁmgos

mycorzicos € desejavel, se ndo necessiria, para o desenvolvimento e
e st

sustentabilidade da comumidade vegetal (Gardner e Malajczuk, 1988; Moldenke

W

e al. 1994; Gould, Hendrix e Ferriss, 1996) num solo de areas mineradas,
fornecendo as condigdes para a sua reabilitagio. No entanto, apesar de nio se
poder generalizar (Lima, 1993), solos cobertos com eucalipto apresentam baixo
numero de propagulos e populagdes de fungos MAs (Malajczuk et al., 1981;
Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira, 1989; Souza, 1997; Mehrotra, 1998),
confirmando o efeito diferenciado da espécie vegetal na freqiiéncia e dominancia
desses microrganismos.

Na tabela 1, ha géneros e algumas espécies de fungos MAs nativos de
solos minerados e com potencial de utilizagio em estudos relacionados a
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colonizagio de plantas visando revegetacdo e reabilitacio desses solos. A
maioria dos trabalhos de levantamento de espécies de fungos MAs trata de solos
de mineragdo de carviio e dominio de espécies do género Glomus, sendo poucos
os estudos em solos de mineracio de bauxita no Brasil ¢ no mundo. No entanto,
o conhecimento das espécies freqiientemente encontradas em solos minerados é
fundamental para fituros estudos visando selegio de espécies adaptadas e, ou,
introducdo de espécies visando aumento da diversidade e fimcionalidade desses
solos.

Segundo Reeves et al. (1979) e Janos (1980), o processo de sucessdo
vegetal num ecossistema degradado, como aquele pela mineragio, se inicia com
0 desenvolvimento de espécies menos micotroficas, evoluindo para o
crescimento de plantas mais micotréficas. No entanto, ha pesquisadores que
observaram o surgimento de espécies menos micotréficas ao longo da sucessio
(Allsopp e Stock, 1994; Francis e Read, 1994; Siqueira et al., 1998), mostrando
que os conhecimentos ainda ndo sdo comclusivos a esse respeito. Essas
diferencas entre espécies mais ou menos micotréficas podem contribuir para a
redugdo ou incremento de espécies de fungos MAs associados.
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Tabela 1. Fungos MAs nativos de solos minerados.

Fungos M4s Mineragio Local Referéncias
Entrophospora Carvio Canadi Zak, Danmielson e Parkinson
infrequens (1982)
E. colombiana EUA; Morton e Walker (1984);
fndia Mzhrotra (1998)
Scutellospora calospora  Carvio Esobcia, EUA, India Daft, Hacskaylo e Nicolsen
(1975), Mehrotra (1998)
S. aurigloba; Magnesita India Ramam et al. (1993)
S. enythropa:
S. nigra; S. persica
S. pellucida Bauxita Brasil Souza (1997)
Gigaspora sp. Bauxita Brasil Souza (1997)
G. rosea Magnesita fndia Raman et al. (1993)
G. gigantea Carvio Escicis, EU.A Daff, Hacskaylo e Nicolson
(19755, Daft ¢ Hacskaylo
(1976)
Magpesita India Raman et al, (1993)
Glomus sp. Carvio India Mehrotra (1998)
Bauxita Brasil Souza (1997)
G. aggregatum Carvio Canads, fndia Zak, Danielson e Parkinson
(1982); Mehirotra (1998)
Carvio ¢ calcita india Ganesan et al. (1991)
Magnesita fndia Raman et al. (1993)
G. fasciculatum Carvio Escocia, EUA., India Dafi, Hacskaylo e Nicolson

(1975; Daft ¢ Hacskaylo
(1976); Allen e Allen (19%0);

Raman et al. (1993)
G. macrocarpum Carvio Escdcia, EUA Daft, Hacskaylo e Nicolson
G. microcarpum Magnesita India (1975); Khan (1978); Allen e
Allen (1980); Raman et al
(1993)
G. mossege Carvio Canadi, Zak, Danielson ¢ Parkinson
Rep. Tcheca (1982); Enkhtuya, Rydlové e
Visitka (2000)
G. ambisporum Carvio India Mehrotra (1998)
G. etunicatum Bauxita Brasil Souza (1997)
Pirita ¢ carvio Rep. Tcheca Enkhtuya, Rydlovi e Visitka
(2000)
G. intraradices Magnesita india Raman et al. (1993)
G. fistulosumn Pirita e carvio Rep. Tcheca Enkituya, Rydlovi e Visitka
(2000)
G. occultum Bauxita Brasil Souza (1997)
G. rubiforme Carvio Austrilia Khan (1978
Acaulospora sp.; A. Bauxita Brasil Souza (1997)
longula; A. morrowiae;
A. bireticulata Magnesita fndia Raman et al, (1993)
A. scrobiculata Carvio India Mehrotra (1998)
Bauxita Brasil Souzz (1997)
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"Ainda, em fingio dos fatores edificos, pode haver alteracio
populacional, com redugio, aumento e, ou, surgimento de espécies dominantes.
Ha uma correlagiio inversa entre alta fertilidade do solo e micotrofismo (Cardoso

et al,, 1986; Siqueira, 1994; Smith ¢ Read, 1997). No entanto, a corregdo da

f_ertilidade do solo a _coloniza¢do radicular por reduzir fatores

supressivos _relacionados ao pH e disponibilidade de nutrientes (Siqueira,

Hubbell e Mahmud, 1984; , Lambais ¢ Cardoso, 1990; Smith e Read, 1997)

'Vanosp&sqmsadomvenﬁcamdommancmdeespecmdeﬁmgosMAsem

e e e et ity e

fungdo do pH do solo e de pratica: s _agricolas. Espec:&s de Acaulospora

scrobiculata e Entrophospora colombiana tendem a dominar em solos com pH
menor que 6,5, enquanto espécies de Gigaspora e Glomus dominam em solos
com maiores valores de pH (Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira, 1989; Souza,
1997, Mehrotra, 1998). Douds et al. (1995) venﬁcamn qlalor ﬁ‘equencxa de G
occultum em solos com pequeno revolv:mento ou sob Vplanno dlreto, e G-

e

efunicatum e Glomus Spp. em solos revolvidos e cultivados, conﬁrmando o
efeito dlfetenclado dessas pmtwas nas popula;d& de ﬁmgos MAs do solo.
Asvanaqoesnadensﬂadeedwersndadedepopul;qo&sdeﬁmgosMAs
em solos minerados submetidos & reabilitacio podem ser, estudadas através da
determinaciio quantitativa (contagem direta) e qualitativa (identificacio) dos
esporos extraidos do solo. X Entretanto o potencxal de moculo natural (capacxdade

de colonizacHo radicular) nem sempre é exphmdo_ pelo numero total de esporos
no solo visto & existéncia de outros propagulos como micélio fingico e

ﬁ'agmentos d;a mm oolomzadas tambem mpwla oolonmgo -
rad1cular Assxm, a técnica do niimero mais provavel (NMP) _desses propagul/c»s_

| (Souza e Guerta, 1998) ¢ fundamental ‘para uma avaha_go,.mals precisa da
mfecuv:dade e eficiéncia das populag3es de ﬁmgos MAs nativos do solo.

T e s o —

Em solos de mineragio, Jasper, Robson e Abbott (1987) Walland e

! Allm (1987) e Diaz e Honrubia (1993) verificaram redu@o no numero de
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propégtﬂosdeﬁmgosMAs,aqualpodeﬁacomprometerarevegetaﬁoe
reabilitacdo desses sistemas. Tem sido registrado baixo miimero de espécies de
fungos MAs solos minerados de carviio (Mehrotra, 1998) (6 espécies) e
magnesita (13 espécies) na india (Raman et al., 1993), de carvio (8 espécies)
nos Estados Unidos (Kieman, Hendrix ¢ Maronek, 1983) e de bauxita (11
espécies) no Brasil (Souza, 1997). Para incrementar esse baixo niimero de
espécies, pode-se indicar duas possibilidades: 1) inoculagdo de espécies através
de plantas micorrizadas (Silva, Souza e Franco, 1996; Saggin-Janior e Lovato,
1999), e 2) melhorando as condigdes edaficas e, ou, cobertura vegetal para
estimular a sobrevivéncia, esporulagio e atividade da populagdo nativa desses
microrganismos (Fox et al., 1991; Silva, Souza e Franco, 1996). Diaz e
Honrubia (1995) avaliaram a possibilidade de cultivo de plantas inoculadas com
Glomus fasciculatum em solos minerados e verificaram baixa competitividade
dessa espécie com os fingos nativos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Franco et al. (1996) ap6s introdugdo de fungos MAs em solos de mineracio de
bauxita em Porto Trombetas (PA, Brasil), demonstrando baixa capacidade de
adaptagio das espécies exdticas ao novo ambiente. Enkhtuya, Rydlovd e
_ Vositka (2000) compararam a eficiéncia de fingos MAs nativos (Glomus
mosseae, G. fistulosum, G. eturiicatum, G. initra solos miierados de -
 carviio da Repubhca Tcheca com fungos exéticos sseae, G. fistulosum, G.
| geospomm) no crescimento de milho cultivado n&sseg\m&sm%obs e
venﬁmramquensempreos ﬁmgosmmsadaptadosascond;;besdeesu'esse ~
apresentam akta capacidade simbiética. Outros resultados de Rydlova (1998), ~
citado por Enkhtuya, Rydlova e Vositka (2000), comprovaram que fungos MAs
nativos de solos minerados apresentaram baixa eficiéncia em plantas nativas
desses solos, mesmo apresentando alta capacidade de colonizagio radicular.

Totola (1994) estudou o efeito da inoculagio de Acaulospora
scrobiculata, Gigaspora margarita e Glomus etunicatum em cedro e angico

h
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vermelho cultivados em solos de mineragio de bauxita e verificou efeito
positivo, principalmente de G. etumicatum, no crescimento e actmulo de
nutrientes por essas espécies arbéreas. Ainda, Silva, Souza e Franco (1996)
obtiveram aumento na densidade e diversidade de ﬂmgos MAs em solos onde a
camada superficial foi retirada, quando realizaram o plantio de leguminosas
micorrizadas. |

Estudos de ocorréncia, densidade e diversidade de fingos MAs em solos
minerados tomam-se essenciais em futuros planejamen;os de reabilitagio, os
quais envolvem nio somente a selecio de estratégias adequadas, mas também o
tempo necessirio para recuperagdio dessas populagdes e o retomo de fluxo de
energia e nutrientes nesses ambientes.

2.3 A reabilitacéio de solos minerados

O sucesso da reabilitagio de solos minerados é extremamente variavel
em fingdo das condigbes fisicas, quimicas e biolégicas dos sitios e das
estratégias adotadas no processo. Pode-se dizer que a fertiliddde do solo varia
em fingdo das espécies utilizadas na revegetagio e do gram de reabilitacio
(Franco et al.,, 1992; Maschio, Scalzo e Gaiad, 1992; Dias, Franco e Campello,
1994), afetando diretamente o sucesso da reabilitagdo dos solos minerados. O
grau de cobertura vegetal e a diversidade floristica, qﬁé sdo expressoes da
estrutura e organizagdo biologica dos ecossistemas, como também a fauna
silvestre, tém sido empregados como indicadores do grau de reabilitacio de
sitios impactados (Brower e Zar, 1977). Estes parimetros, além de outros, sdo de
fato indicadores da complexidade e estabilidade do movo ecossistema, mas

podem ndo refletir a reabilitacdo dos solos minerados por nio oferecerem
- indicagdes da fincionalidade deste componente do ecossistema. Em estudos
| conduzidos em solos de mineragdio de carvio nos EUA (Skouse, Johnson e
- Garbutt, 1994) e de bauxita no Brasil (Ruivo, 1998), nio f01] encontrada relagdo
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entre wractensums da vegetacio e reabilitagio do solo, mostrando que nem
sempre 2 reabilitagdo visualizada acima do solo é semelhante aquela que ocorre
no subsolo. *Assim, o conhecimento das condigdes biolégicas do solo em
ecossistema cronologicamente distinto em termos de reabilitaciio é de grande
interesse no contexto eco-funcional dessas areas (Siqueira et al., 1994).

Doran, Sarrantonio e Liebig (1996) elaboraram uma lista de atributos
que afetam as funcdes ecoldgicas e a qualidade do solo, como, por exemplo,
densidade, infiltracdio e capacidade de retengio de 4gua, C e N organico total,
condutividade elétrica, pH, nutrientes disponiveis, biomassa e atividade
microbianas. Embora estes atributos possam ser teis como indicadores da
qualidade do solo, niio estdo necessariamente associados com a saude dosoloe a
manutencio das suas fungdes ecolégicas essenciais. Uma das razBes para essa
inconsisténcia pode ser a falta de sensibilidade de muitas dessas avaliagdes ao
tempo de amostragem, ao manejo ou a eventos ambientais (van Bruggen e
Semenov, 2000). Muitos, se niio a maioria dos atributos fisicos e quimicos do
solo exigidos para o miximo desenvolvimento vegetal, sdo afetados diretamente
pelos processos biticos (Lee, 1994), destacando-se a importincia dos
microrganismos no fimcionamento e equilibrio de ecossistemas. Estes facilitam
© desenvolvimento da estrutura do solo e controlam a disponibilidade de
nutrientes s plantas através da mediagio nos ciclos biogeoquimicos dos
elementos ¢ melhoramento de limitagSes quimicas como PH ou niveis téxicos de
substincias, proporcionando maior desenvolvimento da comunidade vegetal em
solos minerados (Tate e Klein, 1985). Qualquer perturbagio do solo promovera
uma akteragdo da comunidade microbiana do solo com impacto direto na cadeia
trofica associada. A extensdo e duragdo das mudancas sucessionais dependeriio
daintensidadeedmaﬁodaperturbaﬁo,aqualpodeserﬁamecurbaoua‘é‘nica
(van Bruggen e Semenov, 2000). Em resposta & perturbagdio fraca, as
conumidades microbianas tendem a retomar rapidamente as condigBes originais,
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enquanto as perturbagdes cronicas resultam numa longa sucessdo microbiana,

levando a um novo equilibrio dindmico entre os componentes do ecossistema.

Os microrganismos do solo podem contribuir para o processo de sucessio e

alterar a estrutura da comunidade vegetal (Janos, 1980; Pfleger, Stewart e Noyd,

1994; Francis e Read, 1994; Siqueira et al., 1998; Van der Heijden et al., 1998,

Clay e Holah, 1999). Visser e Parkinson (1992) indicaram a importincia das
mudancas na estrutura da comunidade microbiana e diversidade funcional para
avaliar a extensio da degradagio e o progresso da reabilitagio de solos
degradados pela mineragio. No entanto, poucos pesquisadores tém atualmente
investigado as alteragdes na estrutura da comunidade microbiana ao longo do
tempo em resposta a perturbagdo ou estresse.

—~—> Os microrganismos funcionais, como os dlazotroﬁcos e fungos MAs,
apresentam grande potencialidade de wtilizagio como indicadores da qualidade
do solo (Visser e Parkinson, 1992; Turco, Kennedy a Jawson, 1994) e, devido &
participacdo nos ciclos biogeoquimicos e incorporagdio de nitrogénio, otimizagio
da utilizagio de nutrientes pelas plantas, contribuicdo ao processo de agregagio
do solo e sustentabilidade do solo, apresentam grande potencial de serem
também utilizados na avaliagio da reabilitagio de solos degradados pela
mineragdo. Segundo Doran e Zeiss (2000), estes microrganismos podem ser
considerados indicadores eficientes da reabilitaio desses solos devido &
sensibilidade a perturbagdes antropogénicas e boa correlagio com as fungdes
benéficas do solo, constituindo excelentes ferramentas de compreensio dos
Pprocessos que ocorrem nesse ecossistema impactado. ‘

No Brasil ¢ no mundo, os estudos ligados ao. efeito de diferentes
estratégias e cronosseqiiéncias de reabilitagio de solos de mineragio de bauxita
n2 densidade e diversidade de microrganismos diazotréficos endofiticos e
simbiéticos com plantas bem como de fungos micorrizicos arbusculares sio
inexistentes ou raros. Estes grupos funcionais-chave de“)‘microrganismos nos
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solos minerados sio ferramentas fundamentais nos estudos da qualidade e
reabilitacio desses solos, auxiliando a sua avaliagio e planejamento. Seu manejo
pode contribuir para o retomo de processos microbioldgicos importantes na
funcionalidade e sustentabilidade desses sistemas degradados pela atividade da
mineraggo.
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CAPITULO 2

EFICIENCIA E DIVERSIDADE FENOTIPICA DE POPULACOES DE
RIZOBIO EM SOLOS DE MINERACAO DE BAUXITA,
EMPREGANDO CAUPI (Vigna unguiculata L. Walp) E FEIJOEIRO
(Phaseolus vulgaris L.)

RESUMO

MELLONI, R. Eficiéncia e diversidade fenotipica de populagdes de rizébio
em solos de mineracio de bauxita, empregando caupi (Vigna
unguiculata L. Walp) e feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.). Lavras:
UFLA, 2001. Cap. 2. 54p. (Tese - Doutorado em Solos e Nutricio de
Plantas)”

A atividade de mineragdo provoca degradagio ambiental em varias
partes do mundo, e técnicas de revegetagdo tém sido indicadas visando reabilitar
essas areas. Levantamentos da ocorréncia, eficiéncia e diversidade de grupos
chaves de microrganismos, como aqueles com capacidade de fixagdo biolégica
de nitrogenio, é de extrema importincia neste contexto por estarem envolvidos
em processos de ciclagem de nutrientes e sustentabilidade dessas areas. Com
este proposito, coletaram-se amostras de solo de sitios de areas mineradas e sob
diferentes estratégias e cronosseqiiéncias de reabilitagio, pertencentes a Alcoa
Aluminio S/A (Pogos de Caldas, MG), em duas épocas distintas (inverno e
Vverdao), em anos consecutivos (1998 e 1999), para instalagio de experimentos
empregando feijoeiro e caupi como espécies de plantas-isca de rizébio. Na
floragdo, coletaram-se as plantas, avaliando-se a matéria fresca de raizes,
matéria seca da parte aérea, numero, matéria fresca e atividade de nodulos,
niimero e diversidade fenotipica de isolados de rizdbio através das caracteristicas
culturais em meio YMA. A mineracio reduz a densidade e diversidade
fenotipica cultural de populagdes de rizébio, enquanto praticas de reabilitagio,
principalmente com bracatingas e, excetuando com eucalipto em plantio
homogéneo e adensado, proporcionam aumentos nestas variaveis. O caupi é
mais indicado que o feijoeiro para estudos de densidade, diversidade fenotipica
cultural e eficiéncia simbidtica de populagdes de rizobio.

" Comité de Orientagdo: Fatima M.S. Moreira - UFLA (Orientadora), José Oswaldo
Siqueira - UFLA



EFFICIENCY AND PHENOTYPIC DIVERSITY AMONG RHIZOBIA
POPULATIONS IN BAUXITE MINED SOILS, USING Vigna unguiculata
L. Walp AND Phaseolus vulgaris L. PLANTS

ABSTRACT

MELLONI, R. Efficiency and phenotypic diversity among rhizobia
populations in bauxite mined soils, using Vigna unguiculata L. Walp
and Phaseolus vulgaris L. plants. Lavras: UFLA, 2001. Chap. 2. 54p.
(Thesis - Doctorate in Soil and Plant Nutrition)”

Mining activity promotes high environmental degradation in many
countries, and revegetation techniques have been indicated for rehabilitation of
these areas. Occurrence, efficiency and diversity of key microbial groups, like
those with fixing nitrogen capacity, is very important because they are related to
nutrient cycling processes and sustainability of these areas. With this aim, soil
samples were collected from different bauxite mining areas and with different
rehabilitation strategies and chronossequences, belonging to Alcoa Aluminic
S/A (Pogos de Caldas, MG, Brazil), in winter and summer of 1998 and 1999, for
conducting experiments using bean and cowpea as rhizobia trap plants, under
greenhouse conditions. At flowering, the plants were harvested and shoot drv
matter, fresh root matter, nodules number, fresh matter and nitrogenase activity,
number and phenotypic diversity of rhizobia isolates by cultural characterization
on YMA medium were evaluated. It was observed that mining activity reduces
density and cultural phenotypic diversity of rhizobia populations, whils
rehabilitation ~ strategies, mainly with “bracatingas” (Mimosa scabrelic)
contribute to increase these values. The use of eucalyptus in homogeneous and
high density planting was not shown to be an adequate strategy for
rehabilitation. Cowpea is more indicated than bean for studies of density,
cultural phenotypic diversity and symbiotic efficiency of rhizobia populations.

* Guidance Committee: Ftima M.S. Moreira - UFLA (Major Professor), José Oswaldo
Siqueira - UFLA
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F\ 1 INTRODUCAOQ

, As atividades de mineragdo estdo entre aquelas'mais impactantes do
meio ambiente (Sengupta, 1993), sendo responsiveis pela degradagio de
' extensas areas em todo mundo. A reabilitagio dessas areas é obrigatéria e a
revegetacio tem sido a principal pritica para recompor e proteger o solo,
evitando a poluigéio das aguas e contribuindo para o fluxo de energia e nutrientes
no ecossistems (Siqueira et al., 1094). |

Em solos ou substratos pobres ou desprovidos de matéria organica, como
os de areas mineradas, o nitrogénio é considerado o nutriente mais limitante para
o crescimento vegetal (Franco e Faria, 1997). Por isso, o processo de fixagdo
biolégica de nitrogénio é de grande importincia na recuperacio de dreas
- degradadas (Boddey et al., 1997; Franco e Faria, 1997; Franco e Balieiro, 1999),

com envolvimento de microrganismos diazotroficos e muitas espécies
leguminosas e nio leguminosas. Para que ocorra a nodulacio e fixacdo biologica
de nitrogénio em espécies leguminosas cultivadas nessas émé, e dentre as quais
'destaca-se a bracatinga (Mimosa scabrella Bentham), é neo&ssléria a presenca de
‘mrps de rizobio com grande capacidade saprofitica, wmpg‘tiﬁva e eficiéncia.

Atualmente, ndo ha estudos de levantamentos da ocorréncia, diversidade e

ficséncia, competitividade e sobrevivéacia do rizobio so limitadas por diversos
I ores como espécie e nutrigio vegetal, baixa fertilidade do solo, toxicidade por
e Mn decorrente de baixos valores de pH, valores extremos de temperatura e
umidade excessiva ou insuficiente no solo, revolvimento? entre outros
rockwell, Bottomley e Thies, 1995), comuns em solos mmerados A eventual
¢30 da densidade e diversidade da populagio desses microrganismos
romete o processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio e faz com que o solo
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perca fun¢des importantes que govemam a sua sustentabilidade, contribuindo
negativamente 2 reabilitagio. Por estes motivos, estratégias adequadas de
reabilitacio devem ser adotadas visando preservar e, ou, aumentar a densidads e
diversidade desses microrganismos no solo.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
estratégias e cronosseqiiéncias de reabilitagio em solos de mineragdo de bauxita
na eficiéncia e diversidade fenotipica de populagdes de rizébio, utilizando
feijoeiro e caupi como espécies de plantas-isca.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizaciio, caracterizagio dos sitios de estudo e épocas de
amostragem de solo

Os estudos foram desenvolvides em amostras de solo de areas
pertencentes 4 empresa ALCOA Aluminio S/A, no municipio de Pogos de
Caldas (MG), duas épocas: agosto de 1998 (final do inverno) e mar¢o de
1999 (final do verdo). Segundo a classificacio de Képpen, o clima dominante na
regiioéCﬂ),comverﬁ&schuvososeestaqﬁwbﬂndeﬁnidas, sendo a chuvosa de
outubro a marco e a seca de abril a setembro. De 1998 a 1999, a precipitagio
médiaanualfoidelSSme,comminimadeOmm,nosm&s&sdejulhoe
agosto, e maxima de 153,0 mm, no més de dezembro de 1999, A temperatura
média anual na regisio foi de 17,3°C, com menor valor médio em jutho (14°C) e
maior valor médio em janeiro (21°C). A umidade relativa anual média foi de
78,2%.

Na tabela 1 encontram-se os valores mensais de temperatura, umidade
relativa, precipitacio e evapotranspiracdo da regifo, formecidos pela estacdo
meteorolégica da Alcoa-Pogos, na propria empresa ALCOA Aluminio S/A.
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Destacam-se a baixa precipitagdo e alta evapotranspiragio registradas no invemno
de 1998 (primeira amostragem), em relagio ao verdo de 1999 (segunda
amostragem).

TABELA 1. Valores mensais de temperatura (Temp), umidade relativa (UR),
precipitagdo (Prec) e evapotranspiragdo (Evap.) da regido de

Pocos de Caldas (MG), segundo estagdo meteoroldgica da
Alcoa/Pogos.
Ano 1998 1999
Més Temp. UR. Prec. Evap. Temp. UR. Prec. Evap.
' °C % mm mm °C % mm mm
Jan. 208 862 268 994 nd. nd. nd. 0,0
| Fev. 20,8 84,8 2585 503 156 885 90,0 140
Mar., 212 795 160 12,0 16,0 879 1272 450
Abr. 245 869 525 6,1 16,6 857 72,5 673
Mai 20,2 87,7 26080 50,1 140 828 345 795
Jun. 18,7 909 2,5 86,6 13,3 87,7 398 354
| Jul. 15,8 833 00 823 142 844 6,5 509
iAgo. 14,7 804 1,0 640 13,1 73,3 0,0 835
Set. 158 77,5 80 470 162 74,1 69,5 80,0
Out. 164 81,0 00 120 176 80,1 745 79,2
ov. nd. nd  nd nd. 174 81,3 62,3 84,7
n.d. n.d. nd. nd. 186 864 1532 337

ng ndo disponivel. Precipitagio e evapotranspiragio acumuladas durante o
\

1
1
\

. No municipio de Pogos de Caldas (MG) ocorrem dois tipos de jazidas de
bau"xim: as jazidas de serra e as jazidas de campo (BRASIL, 1979). Por isso,
duas regiGes foram escolhidas para o estudo, sendo uma regiio de campo, com
ospégcies herbaceas e arbustivas (caracteristicas de campo tropical), e outra
reglio de serra, mais montanhosa e com cobertura vegetal abundante de espécies

Tas Posteriormente, os sitios de estudo foram selecionados conforme o tipo

1

A



de solo e variedade de estratégias de revegetaciio adotadas e cronosseqiiéncias
de reabilitacdo. A caracterizacdio destes sitios estd na tabela 2 e as respectivas
fotos nas figuras de 1 a 15.

Todos os sitios apresentaram o mesmo tipo de solo, Cambissolo
distrofico. Esta homogeneizacio permitin isolar o efeito das diferentes
estratégias e cranosseqiiéncias de reabilitagio na microbiota destes solos. Deve-
sesaﬁenhraindaqueossiﬁosreoém-minerados(RM)docanmoeserrada
primeira amostragem (agosto de 1998) foram revegetados, entrando em processo
de reabilitacdo. Assim, como a proxima amostragem foi margo de 1999
(verdo), estes sitios ja estavam em processo de reabilitagio ha 6 meses, cuja
identificacdo foi alterada para RM-BG no campo (reabilitado com braquiaria e
guandu) e RM-GG na serra (reabilitado com capim-gordura e guandu),
conforme tabela 2.
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TABELA 2. Principais caracteristicas dos sitios amostrados no campo e serra.

Sitios CAMPO Idade’  Asrea(hn) Localizacdo ¢ altitude’
RM-BG’  Recém-minerado, coberto por braquidria (Brachiaria decumbens) e feijao- 6 meses 498 LS 21°51°31" LW 46°30°36"
(Figurs 1)  guandu (Cajanus cajan). 1.455m
E3 Plantio homogénco de eucalipto (Eucalypius saligna) 3 anos 422  LS21°50°54" LW 46730°09"
(Figura 2) 1.435m
CA4 Capim-azevém (Lolium multifiorum) ¢ Eupathorium sp. (Astevaceae) 4 anos 133 LS 21°51°35" LW 46°30°32"
(Figura 3) 1.425m
BCG10 Capim-gordura (Melinis minutiflora), em sucessdo, Presenga de espécies 10 anos 1.9 LS 21°51°39" LW 46°30°15™
(Figura 4)  nativas como bracatinga. 1410 m
El6 Eucalipto (Eucalyptus saligna) e serapilheira espessa 16 anos 4,69 LS 21°50°12" LW 46°29°21"
(Figura 5) 1.400 m
BCG19 Bracatinga (Mimosa scabrella) e sub-bosque bem desenvolvido (capim- 19 anos 1,73 LS 21°51°36™ 1.W 46°30°37"
(Figura 6)  gordura, alecrim) 1455m
RF Referéncia, com espécies gramindides e arbustivas (sem alterag3o antropica) . 11.0 LS 21°51°32" LW 46°30°43™
(Figura?) 1.466 m
w SERRA
O RM-GG® Recdm-minerado. Coberto por capim-gordura, feijio guandu ¢ espécies 6 meses 4,85 LS 21°50°12" LW 46°29°21"
(Figura 8)  arboreas nativas 1.400 m
BG2 Braquidria, feijio-guandu e espécics arboreas nativas 2 anos n.d. LS 21°47°21" LW 46°31°36™
(Figura 9) 1.370m
BCG6 Bracatinga e sub-bosque coberto por capim-gordura ’ 6 anos 2,55 LS 21°47°10" LW 46°31°30"
(Figura 10) 1.450 m
M10 "Mata de espécies arbdreas nativas e sub-bosque bem desenvolvido, com 10 anos 2.18 LS 21°46°33™ LW 46°52°08"
(Figura 11)  serspilheira adicionada 1.560 m
B14 Bracatinga ¢ vegetag3o rastcira ¢ arbustiva, processo de sucessdo lento 14 anos 8.89 LS 21°47°08" LW 46°31°21™
(Figura 12) 1.510m
El16 Eucalipio (E. saligna) e sub-bosque bemn desenvolvido (gramineas e arbustos) 16 anos 17.42 LS 21°%47°11" LW 46°31°20"
(Figura 13) 1.547m
Mis Mata de espécies nativas, incjuindo bracatinga, sub-bosque fochado, 18 anos 3.85 LS 21°47°36™ LW 46°31°10™
(Figura 14) serapilheira espessa, troncos cafdos 1.850m
RF Referéncia, mata fechada com espécics arbéreas (sem alteragiio antrépica) - 57.23 LS 21°47°27" LW46°31°19"
(Figura 15) 1.460m

nd. = ndo disponivel. | ldade aproximada de reabilitagdo, em margo de 1999. ° Localizaglio: Morro das Arvores (Sitic RM-BG campo), Morro das Arvores 11 (Sitios
CA4, BCG10, BCG19, RF campo), Cabega de Boi (Sitio E16 campo e RM-GG serra), José Gabriel (Sitio E3 campo), Santa Rosdlia (Sitic M10 semra), Retiro Branco
(Sitics BG2, BCG6, B14, E16, M18, RF scrra). % Considerar RM para a amostra de solo coletada no invemo (recém-minerado e sem reabilitagiio) e RM-BG no campo
para aquela colctada no verdo (sitio reabilitado com braquidria ¢ guandu 6 meses) ¢ RM-GG na scrra para o sitio reabilitado hi 6 meses com capim-gordura ¢ guandu.



FICGURA L. Sitio recém-minerado (RM) acima e reabilitado com braquiaria
feijdo-guandu 6 meses (RM-BG) abaixo.

FIGURA 2. Sitio com plantio homogéneo e adensado de eucalipto 3 anos (E3).
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FIGURA 4. Sitio com bracatinga e capim-gordura 10 anos (BCG10).
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FIGURA 5. Sitio com plantio homogéneo e adensado de eucalipto 16 anos
(E16). Em detalhe, presenga de grande quantidade de serapilheira.
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FIGURA 6. Sitio com bracatinga e capim-gordura 19 anos (BCG19).
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FIGURA 8. Sitio recém-minerado da serra (RM) acima e com capim-gordura e
feijao-guandu 6 meses (RM-GG) abaixo.
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FIGURA 10. Sitio com bracatinga e capim-gordura 6 anos (BCGS®).
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FIGURA 11. Sitio com mata de espécies nativas 10 anos (M10). Em detalhe, a
coleta de amostra de solo no sub-bosque desenvolvido.

FIGURA 12. Sitio com bracatinga e vegetagido rasteira e arbustiva 14 anos
(B14).

45



na serra’

)

bosque desenvolvido 16 anos

itio com eucalipto e sub-

(E16).

IGURA 13. S

F

incluindo bracatinga e sub-

L]

S

46

itio com mata de espécies nativa

bosque fechado 18 anos (M18).

FIGURA 14. S



FIGURA 15. Area-referéncia da serra (RF).

2.2 Amostragem e caracterizagfio fisica e quimica das amostras de
solo

As coletas de solo de cada sitio foram feitas dentro de trés transectos de
4 x 25 m, na profundidade de 0-10 cm, num total de trés amostras compostas
por sitio, formadas por dez subamostras cada. As amostras foram submetidas a
andlise de textura (areia, silte ¢ argila) pela metodologia descrita em EMBRAPA
(1997) ¢ as seguintes caracterizagdes quimicas: pH em dgua relagdo 1:2,5; Ca,
Mg e Al trociveis extraidos com KCI 1 mol L analisados por titulometria
(EMBRAPA, 1997); P e K extraidos pelo método Mehlich 1 ¢ analisados por
colorimetria ¢ fotometria de chama, respectivamente (Vettori, 1969), ¢ matéria

orgnica determinada por colorimetria (EMBRAPA, 1997).
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Os atributos quimicos das amostras de solo coletadas no inverno e verdo
sdo mostrados nas tabelas 3 e 4, respectivamente, enquanto o resultado da

textura das amostras encontra-se na tabela 5.

TABELA 3. Atributos quimicos das amostras de solo coletadas no invemo

(médias de 3 repetices).

Sitios pH P K Ca Mg Al MO \4

H:01:25 mgdm®  --—---cmol.dm™———- dagkg” %
Campo :
RM 5,13 1,00 23,00 0,37 0,17 0,00 0,70 20,87
RM* 6,00 1,00 54,00 1,10 040 0,00 070 55,00
E3 477 1,67 34,67 0,53 0,17 0,93 3,51 10,23
CA4 4,90 1,00 31,33 0,50 0,20 0,17 2,04 19,13
BCG10 5,70 1,00 30,33 1,10 1,00 0,00 245 45,53
El16 4,67 433 2400 040 0,17 1,03 4,02 7,23
BCGI19 4,67 1,00 40,67 0,53 0,20 0,80 3,71 10,27
RF 4,70 1,00 4100 0,33 0,13 0,67 3,80 713
Serra
RM 5,10 1,60 17,00 0,37 0,10 1,67 0,03 13,10
RM* 5,90 6,00 56,30 1,9 1,40 0,00 0,03 73,00
BG2 7,05 2,00 2233 2,17 L17 0,00 0,94 68,50
BCG6 6,50 1,00 32,33 3,30 1,77 0,00 3,05 65,83
M10 5,73 400 5433 193 1,83 0,07 3,93 45,57
Bl4 4,97 1,00 43,67 0,97 0,67 1,00 3,70 14,13
El6 4,93 1,00 41,00 0,73 0,20 1,50 2,95 9,87
M18 5,17 233 4433 4,13 1,53 0,37 5,91 36,20
RF 4,87 1,00 88,67 0,67 0,20 1,97 6,27 7,20

* Resultado apds calagem e adubagdo, na colheita das plantas. Campo: RM
recém-minerado e ndo reabilitado; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4
anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos;
BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteracGes
antrépicas. Serra: RM recém-minerado e ndo reabilitado; BG2 braquiria e
guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas
10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e
espécies nativas 18 anos; RF referéncia.
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TABELA 4. Atributos quimicos das amostras de solo coletadas no verdo

(médias de 3 repeticdes).

Sttios pH P K Ca Mg Al MO \4
H,0125 mgdm®  ——— cmol,dm® dagkg” %

Campo
RM-BG* 5,70 1,67 33,00 240 6,33 0,00 3,23 66,23
E3 447 1,00 3533 037 0,13 0,87 3,73 947
CA4 4,77 1,00 3733 043 020 0,57 3,90 11,9
BCG1l0 5,53 1,33 49,00 1,17 0,83 0,13 387 38,9
El6 4.60 2,00 36,00 037 0,13 1,17 5,10 8,70
BCG19 4,63 1,67 46,67 0,60 0,20 1,13 6,33 11,67
RF 4,70 2,00 5533 053 020 097 3,50 1140
Serra
RM-GG* 4,87 2,67 32,67 0,67 0,20 1,03 3,50 14,63
BG2 7,00 4,00 3800 207 1,10 0,00 1,17 75,40
BCG6 6,73 1,00 36,00 323 2,10 0,00 393 71,73
M10 5,17 1,00 4633 1,73 1,23 0,17 4,57 40,37
Bl4 4,93 1,00 3733 0,67 0,20 0,97 483 12,53
El6 4.67 1,33 4933 0,53 0,20 1,80 6,73 8,33
Mi8 4,87 1,60 27,00 1,50 097 0,63 6,97 25,87
RF 5,07 1,00 83,00 0,53 0,20 1,60 7,63 8,90

*Apds calagem, adubacio mimeral e orginica in sifu. Campo: RM recém-
minerado e ndo reabilitado; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos;
BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19
bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragdes antrépicas.
Serra: RM recém-minerado e nio reabilitado; BG2 braquiaria e guandu 2 anos;
BCG®6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14
bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M 18 bracatinga e espécies nativas 18
anos; RF referéncia.
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TABELA 5. Textura das amostras de solo coletadas dos sitios de estudo, na
profundidade de 0-10 cm.

Sitios Areia Silte _Arpila
gkg”
Campo
RM 150 250 600
RM-BG 170 280 550
E3 190 300 510
CA4 220 270 510
BCG10 80 300 620
Elé6 160 360 470
BCGI19 110 330 560
RF 100 250 650
Serma
RM 210 300 490
RM-GG 230 330 440
BG2 130 250 620
BCGé6 180 240 580
M10 270 280 450
Bl4 380 360 260
Elé6 300 200 410
Mis 310 390 300
RF 200 300 500

Campo: RM recém-minerado e nio reabilitado; RM-BG braquiaria e guandu 6
meses; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e
capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-
gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteracdes antripicas. Serra: RM recém-
minerado e nio reabilitado, RM-GG capim-gordura ¢ guandu 6 meses; BG2
braquidria e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10
espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18
bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF referéncia.

2.3 Experimentos em casa-de-vegetaciio

Em agosto de 1998 (invemo), foram instalados dois experimentos
casa-de-vegetacio, sendo um utilizando feijoeiro cv. Carioca (Phaseolus
vulgaris L.) e outro caupi cv. Mulato (Vigna unguiculata L. Walp) como
plantas-isca de rizébio. Outros dois experimentos foram realizados em margo de
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1999 (verdo), sendo todos instalados em delineamento inteiramente ao acaso ¢
trés repeti¢des por tratamento (cada amostra composta equivaleu a uma parcela).
Utilizaram-se vasos de PVC (Figura 16) revestidos com sacos plasticos pretos de
I L (1,25 kg de amostra de solo) para semeadura de feijoeiro e caupi, cujas
sementes foram desinfestadas superficialmente em alcool 70% por 3 min,
hipoclorito de sédio 1% por 3 min e lavagens sucessivas em agua corrente

(Andrade e Hamakawa, 1994).

FIGURA 16. Visdo geral dos experimentos instalados em casa de vegetagao
(caupi a esquerda e feijoeiro & direita), utilizando amostras de solo
dos sitios de estudo.

Para os experimentos utilizando amostras de solo coletadas no inverno,
somente aquelas recém-mineradas e nfo-reabilitadas (RM) do campo e serra
(Tabela 2) receberam calcéario dolomitico (14% MgO, 35% CaO e PRNT 100%)
para elevar a saturagdio por bases a 60% e adubagiio basica (27 mg dm” de P na
forma de superfosfato simples, 50 mg dm” de K na forma de cloreto de

potassio). Estas amostras foram corrigidas pelo fato de os solos desses sitios
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recém-minerados ndo terem ainda recebido calagem e adubac¢do quando da
amostragem e pelo fato da baixa fertilidade do solo dificultar o crescimento
vegetal. No entanto, todas as amostras de solo coletadas no verdo foram
corrigidas com calcario dolomitico para elevar a saturagiio por bases a 70% e
adubadas com: 50 mg kg de P-KH,PO,, 100 mg kg’ de K-K,SO,, 15 mg kg
de S-K;S04, 0,1 mg kg™ de Mo-HMo0,.H,0, 5 mg kg”' de Zn-ZnS0,.7H,0, 1,5
mg kg' de Cu-CuCh.2H,0, 0,5 mg kg' de B-H;BO,. A padronizagio dos
atributos quimicos foi feita visando minimizar esse efeito sobre as estratégias de
reabilitagdo, fazendo com que a estratégia em si, e ndo a fertilidade, pudesse ser
o fator causal das variacdes observadas nas variaveis estudadas.

Manteve-se uma planta por vaso em todos os experimentos e, na
floragdo, apos 35 dias da semeadura (experimentos com amostras de solo
coletadas no invemo) e 47 dias da semeadura (experimentos com amostras de
solo coletadas no verdo), coletaram-se as plantas para determinagio da matéria
seca da parte aérea (secagem em estufa a 60°C com circulagiio forcada de ar, até
peso constante), matéria fresca de raizes, nimero, matéria fresca e atividade da
nitrogenase dos nodulos através da leitura de redugio de acetileno em
cromatografo a gas Varian Star 3400CX (Dilworth, 1966). Com os dados da
matéria seca da parte aérea, calculou-se um indice relativo de produgio de
matéria seca, considerando o valor 100 aquela produzida em amostras de solo da

area-referéncia.

2.4 Isolamento e caracterizaciio de isolados de rizébio

Apos a pesagem dos nédulos frescos, procedeu-se o isolamento de
rizobio. Para isso, os nédulos (minimo de 10 por planta) foram desinfestados
superficialmente com alcool 95%, cloreto de mercurio 0,1% e lavagens
sucessivas em agua esterilizada, antes da maceragdo sob condigdes assépticas
em meio de cultura YMA (Vincent, 1970). As seguintes caracteristicas culturais
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dos isolados foram avaliadas: taxa de crescimento (crescimento muito rapido - 1
dia, répido - 2 a 3 dias, intermedidrio - 4 a 5 dias, lento - 6 a 10 dias e muito
lento - mais que 10 dias), didmetro médio das coldnias, modificagdo do pH do
meio (acidificagiio, alcalinizagiio e neutro), produ¢do de goma (baixa a alta) ¢
coloragdo das coldnias (amarelada e branca). Na figura 17 sdo mostradas placas

com meio YMA e coldnias de rizobio com diferentes caracteristicas culturais.

FIGURA 17. Placas com meio YMA e diferentes grupos fenotipicos culturais de
isolados de rizébio: crescimento rapido e acidificagio do meio (a
esquerda) e crescimento lento e alcalinizagao do meio (a direita) .

Os grupos fenotipicos culturais dos isolados e as caracteristicas das
estirpes tipo de Rhizobium leguminosarum byv. phaseoli (LMG 8819") e trifolii
(LMG 61197), R. etli (CFN 427), R. tropici (LMG 9503"), R. galegae bv.
orientalis (LMG 6214"), Bradyrhizobium japonicum (LMG 6138 ", B. elkanii
(LMG 6134%), Sinorhizobium meliloti (LMG 6133"), S. fredii (LMG 6217"), S.
medicae (USDA 10377), S. saheli (USDA 4893"), S. terangae (USDA 4894"),
Mesorhizobium loti (LMG 6215"), M. plurifarum (INPA 12AT), M. ciceri
(USDA 33837), M. huakuii (USDA 4779"), M. tianshiense (USDA 3592"), M.
mediterraneum (USDA 3392Y), Azorhizobium caulinodans (LMG 64657 ¢
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Alorhizobium undicola (ORS 992"), foram utilizadas para construgio de.
dendogramas de similaridade, pelo método Compiete Linkage e Distancia
Euclidiana (Everitt, 1993), através do programa STATISTICA 5.0.

Com os grupos morfolégicos, calculou-se posteriormente o indice de
diversidade de Shannon-Weaver (Shannon e Weaver, 1949) para os diferentes

sitios de estudo, conforme a equagdo:

k
H’= - Z pi In pi, onde:

=1
k = numero de grupos formados com as diferentes caracteristicas culturais,

pi = abundancia relativa dos isolados em cada grupo.

2.5 Anilise estatistica

Os resultados foram submetidos & analise de variancia pelo teste F, com
compara¢do de médias por Duncan a 5% de significancia. Valores obtidos de
numero de nodulos por planta receberam transformagio raiz quadrada de x+0,5,
utilizando o programa estatistico SANEST (Zonta, Machado e Silveira Junior,
1984).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimentos com amostras de solo coletadas no inverno (agosto
de 1998)

3.1.1 Crescimento vegetal

Os resultados de matéria seca da parte aérea (MSPA), indice relativo de
producdo de MSPA e matéria fresca de raizes (MFR) de feijoeiro e caupi estio
apresentados na tabela 6. Houve efeito das diferentes estratégias de reabilitacdo,
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com comportamentos diferenciados entre as espécies de plantas- isca, mas sem
efeito da cronosseqiiéncia de reabilitagiio nestas variaveis.

TABELA 6. Matéria seca da parte aérea (MSPA), indice relativo de produgZo de
MSPA (IR-MSPA) e matéria fresca (MF) de raizes de feijoeiro e
caupi, cultivados em amostras de solo dos diferentes sitios de
estudo, coletadas no inverno.

Sitios MSPA IR-MSPA MFR
Feijoeiro Caupi Feijoeiro Caupi _ Feijoeiro  Caupi
g planta™ © gplamta™
Campo ,
RM 0,45a 0,60a 180 133 1,11d 2,79
E3 0,44a 046bc 176 102 1,87¢ 2,993
CA4 0,41a 0,28d 164 62 3,13a 2,40ab
BCG10 0,37a 0,53ab 148 118 3,26a 3,05a
Elé6 0,37a 0,28d 148 62 2,29bc 1,88b
BCG19 0,25b 0,32d 100 7 1,74c 2,47ab
RF 0,25b 0,45¢ 100 100 2,80ab 1,94b
Serra '
RM 0,34¢ 0,65bc 69 112 1,584 3,43d
BG2 0,54 0,73b 110 126 3,66a 5,96a
BCG6 0,454 0,54d 92 93 2,14b 42lc
M10 0,78a 0,71b 159 122 4,69a 3,54d
B14 0,28e 0,68b 57 117 1,80b 2,30e
El6 0,35e 0,29 71 50 1,34b 1,46f
M18 0,69 1,06a 140 183 4.6la 5,18b
RF 0,49¢cd 0,58cd 100 100 2,13b 1,00f

IR-MSPA: produgio de MSPA em relagio a prodngﬁo na area-referéncia
(considerada 100). Campo RM recém-minerado e nio reabilitado; E3 eucalipto
3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos;
E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 amos; RF
referéncia, sem alteragbes antropicas. Serra: RM recém-minerado e nio
reabilitado; BG2 braqmana e guandu 2 anos; BCG6 bracatmga e capim-gordura
6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16
anos, M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF referéncia. Médias
seguidas por letras distintas na coluna diferem ostahsnmmente por Duncan a 5%
de significincia.
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Para o feijoeiro, com excegiio dos sitios da area-referéncia (RF) e com
bracatinga e capim-gordura 19 anos (BCG19) do campo, que promoveram os
menores valores de MSPA, os demais sitios ndo diferiram entre si, com
producdo relativa de MSPA de 48 a 80% superior aquela produzida em amostras
de solo da area-referéncia. Na serra, as menores producdes de MSPA foram
obtidas em plantas cultivadas em amostras de solo dos sitios B14 (bracatinga 14
anos), E16 (eucalipto 16 anos), e BCG6 (bracatinga e capim-gordura 6 anos),
enquanto os maiores valores foram verificados em plantas cultivadas em
amostras de solo do sitio M10 (mata com espécies nativas 10 anos) e M18 (mata
de espécies nativas 18 anos), com aumentos de 59 e 40% na producdo de MSPA,
respectivamente, quando comparado com plantas da srea-referéncia.

Para MFR; os maiores valores foram para os sitios RF, CA4 (capim-
azevém 4 anos) e BCG10 (bracatinga e capim-gordura 10 anos) do campo e o
menor para o sitio recém-minerado e ndo reabilitado (RM), enquanto para a
serra, os maiores valores foram obtidos para os sitios M10, BG2 e M18, com os
demais apresentando os menores valores. Portanto, as maiores produgGes de
MSPA e MFR de feijoeiro foram obtidas em amostras de solo dos sitios MiOe
M8 da serra, com valores superiores aos apresentados pelas plantas cultivadas
em amostras das areas-referéncia do campo e serra. Este resultado indica que a
reabiltacdo, principalmente com espécies arbéreas nativas (mcluindo
bracatnga) e adicfio de serapilheira (M10), promoveu importantes alteragGes
quumucas e bioldgicas nesses solos, melhorando a sua fertilidade. Estes
resultados concordam com aqueles obtidos por Souza (1997) e Gisler (1995),
que ja tinham observado efeitos benéficos da adicio de serapilheira e plantio de
bracatinga na fertilidade do solo, processo sucessional e funcicnamento dos
ecossistemas degradados pela mineragdio na regizo de Pogos de Caldas (MG).

A correcio da fertilidade das amostras de solo dos sitios recém-
minelados(RM)docampoedasena,ant&sdainstalaﬁodosexpeﬂma:tos,
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promoveu efeito diferenciado nos valores de MSPA, sendo positivo no sitio RM
do campo (aumento de 80% em relagdio a referéncia) e negativo no sitio RM da
serra (redugdio de 31% em relacdo a referéncia). Esta diferenga pode estar
relacionada ao maior teor de matéria orginica nos solos do campo, previamente
adicionada condigdes in situ (Tabela 3), concordando com os resultados
obtidos por Biro et al. (1993), os quais obtiveram melhor revegetagio e
fertilidade de solos minerados apés adigio de matéria organica.

Para o caupi, os menores valores de MSPA foram obtidos em plantas
cultivadas em amostras de solo dos sitios BCG19, CA4 e E16, enquanto as
maiores produgdes de MSPA foram obtidas em amostras dos sitios RM e
BCG10 do campo, com aumentos de 33 e 18% em relagdio a referéncia. Os sitios
RM e BCG10 apresentaram os maiores valores de pH e saturagdo por bases em
relagio aos demais, os quais podem ter contribuido para o maior crescimento
destas plantas (Tabela 3). Na serra, o menor valor foi verificado para os sitios
E16 e BCG6, e os maiores para M18, BG2 e M10, com aumentos de 83, 26 e
22% em relagdo a referéncia, respectivamente. Estes resultados indicam que os
atributos quimicos dos solos amostrados variam em func3o das plantas utilizadas
como estratégias de reabilitacio, principalmente das leguminosas (Franco et al.,
1992, Maschio, Scalzo e Gaiad, 1992; Dias, Franco e Campello, 1994), as quais
indiretamente atuam de modo diferenciado no crescimento das plantas em casa-
de-vegetagio. A MFR foi menor nos sitios RF, BCG19 e E16 do campo, sem
diferenca entre os demais, enquanto para a serra, os maiores valores foram
obtidos nos sitios BG2 e M18 e os menores nos sitios E16, RF e B14. Portanto,
plantas de caupi cultivadas em amostras de solo dos sitios M18 e BG2 da serra
apresentaram valores de MSPA e MFR superiores aquelas cultivadas em
amostras de solo referéncia (RF), indicando o efeito positivo das estratégias de
reabilitagdo, embora sem efeito de sua cronosseqiiéncia. Contrariamente, plantas
cultivadas em amostras do sitio E16 da serra e BCG19.do campo apresentaram
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os menores valores destas duas varidveis, possivelmente devido a menor
fertilidade destes solos (Tabela 3). Por esta tabela, verificam-se resultados
contraditérios do efeito da bracatinga na fertilidade dos solos, principalmente
entre os sitios BCG19 do campo e M18 da serra, indicando que outras variaveis
(diversidade vegetal, diferengas na produgio e decomposicdo de serapilheira,
atividade microbiana, etc) poderiam estar atuando na reducdo ou aumento da
fertilidade destes solos.

Portanto, as estratégias de reabilitagio atuam de maneira diferenciada no
crescimento vegetal, destacando-se aquelas que empregam espécies arboreas e
bracatingas na serra (ex. M18) on gramineas e bracatingas no campo (ex.
BCG10), sem efeito evidente da cronosseqiiéncia de reabilitacio.

3.1.2 Nodulaciio e atividade da nitrogenase

A tabela 7 mostra os valores encontrados para niimero, matéria fresca
(MF) e atividade da nitrogenase em nédulos de feijoeiro e caupi. Houve efeito
das diferentes estratégias de reabilitacio nestas varisveis. Os maiores valores de
nimero ¢ MF de nédulos foram encontrados em feijoeiro e caupi cultivados em
amostras de solo dos sitios RM e BCG10 do campo, confirmando os resultados
obtidos de MSPA e MFR e indicando maiores densidades de rizébio nestes
sitios. Na serra, os maiores valores destas variveis foram obtidos em plantas de
feijoeiro e caupi cultivadas em amostras de solo dos sitios BCG6, BG2 e RM.
Nédlﬂosdewupi,tantoanplantasculﬁwdasamostrasdesolodommpo
quanto da serra, apresentaram atividade, obtendo-se maiores valores para os
sitios RF ¢ BCG10 do campo, e BCG6, BG2 ¢ RM da serra. Obtiveram-se
correlagdes negativas significativas a 5% de probabilidade, variando de 0,79 a
0,86, entre as varidveis de nodulagdo de feijoeiro e caupi e o teor de matéria
organica do solo, no campo e serra. Em solos com baixos teores de matéria
orgénica (Tabela 3), menor quantidade de N mineralizado e, conseqiientemente,
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menor interferéncia na atividade da nitrogenase, tende a ocorrer, concordando
com 0s resultados obtidos por Salminen (1981).

TABELA 7. Numero, matéria fresca (MF) e atividade de nédulos coletados de
fetjoeiro e caupi, cultivados em amostras de solos dos diferentes
sitios de estudo do campo e serra, coletadas no inverno (médias de

3 repeticdes).

Sitios Nodulos MF nédulos Atividade de nodulos

Feijoeiro Caupi Feijoeiro Caupi  Feijoeiro  Caupi

n® planta™ mg planta™ nmol C;H, h™ planta™

Campo
RM 45,0a 232ab  89a 203ab . 15a 30ab
E3 0,0b 5,5bc 0b 52bc ob 26ab
CA4 0,0b 10,9abc  0b 85be 0b 8ab
BCG10 25,0ab  383a 58ab 297a | 0b 472a
El6 0,0b 0,9¢ 0b Oc 0b 0b
BCG19 6,8ab 7,6abc 18ab 4bc 0 7ab
RF 0,0b 19,0abc  0b 160abc  0b 222ab
Serra
RM 109,52  26,2ab 189a 327a 19ab 1278a
BG2 101,42  34,6a 263a 296a 28a 1346a
BCG6 38,9ab  16,0b 22b 87b 0b 514ab
M10 2,7bc 2,3¢c 2b 10b - 0b 3b
B14 1,1c 0,5¢ 2b 0b . Ob 0b
El6 14c 3,1c 2b 0b Ob 0b
Mi8 0,0c 0,0c ob 0b 0b 0b
RF 0,0c 0,0c 0b 0b 0b 0b

Campo: RM recém-minerado ¢ n#o reabilitado; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim
azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16
anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragSes
antropicas. Serra: RM recém-minerado e ndo reabilitado; BG2 braquiaria e
guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas
10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e
espécies nativas 18 anos; RF referéncia. Médias seguidas por letras distintas na
coluna diferem estatisticamente por Duncan a 5% de significancia.
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Néo houve correlagdes entre as varidveis de nodulagdo e MSPA ocu MFR
de feijoeiro e caupi, possivelmente devido 3 baixa eficiéncia das populagdes de
rizobio presentes nos sitios de estudo no crescimento dessas plantas e, ou, a0
efeito diferenciado da fertilidade das amostras de solo nestas variaveis.

3.1.3 Caracterizagiio cultural de isolados de rizébio

O niimero de isolados de caupi e feijoeiro obtidos das amostras de solo
dos diferentes sitios de estudo encontra-se na tabela 8. Em feijoeiro, foram
encontrados nédulos em 60% das plantas, das quais se obtiveram 129 isolados,
enquanto, em caupi, foram encontrados nédulos em 87% das plantas, das quais
se obtiveram 200 isolados, num total de 329 isolados caracterizados em placa
com meio YMA. Utilizando caupi como planta-isca, foram obtidos isolados de
praticamente todos os sitios de estudo em ambas as regides, excetnando-se em
solos sob mata nativa referéncia (RF) e mata com serapilheira espessa (M18), na
serra, onde também ndo foram obtidos isolados de feijoeiro. O feijoeiro nio
nodulou quando cultivado em amostras de solos RF, CA4, E16 e E3 do campo,
confirmando a menor promiscuidade em relagdo ao caupi. Maior niimero de
isolados de rizdbio foi obtido nos sitios RM e BCG10 do campo e sitios BG2 e
RM da serra, utilizando feijoeiro e caupi como plantas-isca (Tabela 8), sendo
proporcional ao niimero de nodulos encontrados nestes sitios (Tabela 7) e,
possivelmente, 3 densidade destes microrganismos.
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TABELA 8. Nimero total de isolados de rizobio obtidos de caupi e feijoeiro
cultivados em amostras de solo dos diferentes sitios de estudo,

coletadas no mvemo.
Sitios Planta-isca Total de
Caupi Feijoeiro isolados de rizébio
Campo
RM* 19 20 39
E3 13 0 ‘ 13
CA4 20 0 20
BCG10 17 23 40
Elé6 2 0 2
BCGIl9 9 14 23
RF 15 0 15
Serra
RM* 33 25 58
BG2 24 27 51
BCG6 24 11 35
M10 10 5 15
Bi4 2 2 - 4
El6 12 2 ‘ 14
Mi18 0 0 0o
RF 0 0 0

* Sitios que receberam adubagio e calagem. Campo: RM recém-minerado e nio
reabiitado; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga
¢ capun-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-
gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragdes antropicas. Serra: RM recém-
mmerado e nio reabilitado; BG2 braquidria e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e
capun-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos;
E16 eucalipto 16 anos, M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF
referencia. Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem
estatisticamente por Duncan a 5% de significincia.

Os 329 isolados de feijoeiro e caupi foram agrupados de acordo com
suas caracteristicas culturais em 5 grupos fenotipicos, cuja descri¢io se encontra
natabela 9.
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TABELA 9. Grupos fenotipicos culturais de rizébio e nimero de isolados de

feijoeiro e caupi por grupo.
Grupos Caracteristicas culturais* Numero de isolados
Feijoeiro Caupi
1 2 3 4 5 C»S C S
2-3 34  4cido alta amarelada 37 58 13 19

2-3 12 acido  seca/baixa amarelada 13 4 5 7
6-10 1-2  alcalino média branca 0 3 23 45
2-3 2 neutro  média amarelada 6 7 0 §
6-10 <1 alcalino seca/baixa branca 1 0 54 26

wooOws»

* 1 (taxa de crescimento, em dias), 2 (didmetro médio das colonias, em mm), 3
(modificagio do pH do meio YMA), 4 (produgio de goma) e 5 (coloragdo das
colénias). ** C (campo) e S (serra).

Comectsgruposfmoﬁpioosclﬂturaisecomasmcteﬁsﬁmsdas
estup&e—ttpo pertencentes a espécies dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium e Allorhizobium (Tabela 10),
construiu-se um dendograma de similaridade para os isolados de feijoeiro e
caupi, que pode ser visto na figura 18.
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TABELA 10. Caracteristicas culturais das estirpes-tipo utilizadas para
comparagdo com os isolados de feijoeiro e caupi.

Estirpes tipo representativas Caracteristicas culturais*
1 2 3 4 5
Rhizobium
R 1 bv. phaseoli (LMG 4285") 2 >2 4cido alta  amarelada
R L bv. trifolii AIMG 6119") 2 >2  icido alta  amarelada
R etli (CFN 427) 3 >2 acido alta  amarelada
R tropici (LMG 95037 3 >2 4cido alta  amarelada
R. galegae (LMG 6214") 2 1-2 4cido média amarelada
Sinorhizobium
S. meliloti LMG 6133%) 2 1-2 4cido seca  branca
S. fredii cv. fredii LMG 62177) 3 1-2 acido baixa amarelada
S. medicae (USDA 1037%) 2 >2  idcido média branca
S. saheli (USDA 48937 3 1-2 4acido baixa amarelada
S. terangae (USDA 48947 2 >2 4acido média branca
Mesorhizobium
M. loti LMG 6215™) 4 1-2 neutro baixa amarelada
M plurifarium INPA 12AT) 4 1-2 acido aka  amarelada
M. ciceri (USDA 33837 4 1-2 acido alta  amarelada
M. huakuii (USDA 4779 4 >2 neuwtro alta  amarelada
M tianshinense (USDA 35927) 5 <1 npeutro baixa amarelada
M.  mediterraneum (USDA 5 1-2 acido baixa amarelada
33921
Bradyrhizobium ‘
B. japonicum LMG 6138") 6 1-2 alcalino’ baixa branca
B. elkanii (LMG 61347) 6 1-2 alcalino média branca
Azorhizobium
A. caulinodans LMG 6465T) 3 <1 alcalino seca  branca
Allorhizobium v
A. undicola (ORS 992%) 1 1-2 4cido média branca

. 1 (taxa de crescimento, em dias), 2 (didmetro médio das colGnias, em mm), 3
(modificacio do pH do meio YMA), 4 (produgdio de goma) e 5 (coloragiio das
l colénias).
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FIGURA 18. Dmdogiamadesﬁnﬂaﬁdadecmsmﬁdodeacordooomosgmpos

fenotipicos culturais dos isolados de rizébio de feijoeiro e caupi
(A, B, C, D ¢ E) cultivados em amostras de solos de dreas de
mineracdo, e as estirpes tipo: R10051 (Rhizobium leguminosarum
bv. phaseoli), R7605 (R 1 trifolif), R10026 (R etli), R322 ®R
tropici), R10055 (R galegae bv. orientalis), S7411
(Sinorhizobium meltloti), $112 (S. fredii cv. Jredii), S525 (S.
medicae), S526 (S. saheli), S527 (5. terangae), M7801
(Mesorhizobium lotf), M3804 (M. Dlurifarium), M521 (M. ciceri),
M524 (M. huakuif), M523 (M. tianshinense), MS522 (1.4
mediterraneum), B111 (Bradyrhizobium japonicum), B29 (B.
elkanii), AZ5410 (Azorhizobium caulinodans), ALLUND
(Allorhizobium undicold). Descrigio dos grupos fenotipicos
culturais dos isolados na tabela 9.

A 60% de similaridade, cinco grandes grupos foram formados com os
200 isolados de caupi, sendo o grupo 1 com 44 isolados (22%) pertencentes aos
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grupos culturais A e B e com as estirpes tipo de espécies dos géneros Rhizobium,
Sinorhizobium e Allorhizobium, grupo 2 com 8 isolados (4%) pertencentes ao
grupo cultural D e as estirpes tipo de M. loti e M. tianshinense, grupo 4 com 148
isolados (74%) pertencentes aos grupos culturais C e E e com as estirpes tipo de
espécies do género Bradyrhizobium. As estirpes tipo M. plurifarium, M. ciceri,
M. mediterraneum e M. huakuii formaram o grupo 3 e a estirpe tipo
Azorhizobium caulinodans formou o grupo 5. Portanto, o caupi capturou
predominantemente rizobios com caracteristicas culturais semelhantes as de
estirpes-tipo de espécies do género Bradyrhizobium.

Os 129 isolados de feijoeiro apresentaram o seguinte agrupamento: 112
isolados (87%) pertencentes aos grupos morfolégicos A e B e estirpes tipo de
espécies dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium e Allorhizobium, 13 isolados
(10%) pertencentes ao grupo D e estirpes tipo de M. lofi e M. tianshinense, 4
isolados (3%) pertencentes aos grupos culturais C e E e estirpes tipo de espécies
do género Bradyrhizobium (Figura 18). Diferentemente do caupi, o feijoeiro
capturou predominantemente rizobios com caracteristicas culturais semelhantes
as de estirpes-tipo de espécies dos géneros Rhizobium, Sinorhizobium e

Allorhizobium.

3.1.4 Indice de diversidade de rizébio

A tabela 11 mostra os valores obtidos nos diferentes sitios, utilizando
feijoeiro ou caupi como plantas-isca. Houve efeito das diferentes estratégias de
reabilitagdo no indice de diversidade de Shannon-Weaver (H), calculado através
dos grupos fenotipicos culturais dos isolados de rizébio (Tabela 9).
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TABELA 11. indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) para isolados de
rizébio obtidos de caupi e feijoeiro cultivados em amostras de solo
dos diferentes sitios de estudo, coletadas no inverno.

Sitios H:

Caupi Feijoeiro
Campo
RM 1,11 0,61
E3 0,69 a.li.
CA4 1,31 a..
BCG10 0,89 0,46
E16 0,69 a.i.
BCG19 0 a.l
RF 0 a.l.
Serra
RM 0,70 0,53
BG2 0,65 0,35
BCG6 0,70 0,30
M10 0,50 0,67
Bl4 0 0
El6 0,62 0
Mi8 a.. a.i.
RF a.l a.l.
ai. = auséncia de isolado. O valor 0 significa isolados com as mesmas

caracteristicas culturais em meio YMA. Campo: RM recém-minerado e nio
reabilitado; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga
e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-
gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragdes antropicas. Serra: RM recém-
minerado e ndo reabilitado; BG2 braquiaria e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e
capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos;
El6 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF
referéncia.

Com excegdo do sitio M10 da serra, o caupi promoveu o isolamento de
maior diversidade de rizobios do que o fetjoeiro, nos diferentes sitios de estudo,
demonstrando ser uma espécie mais promiscua que o feijoeiro € com maior

potencial de utilizagdo em estudos de diversidade de rizébio em solos
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minerados. Resultados semelhantes foram obtidos por Lewin et al. (1987),
Martins, Neves e Rumjanek (1997) em ecossistemas do nordeste e Pereira
(2000) em ecossistema do norte do Brasil, utilizando caupi como planta-isca. Os
maiores valores do indice de diversidade de Shannon-Weaver para isolados de
caupi foram obtidos nos sitios RM e CA4 do campo e nos sitios E16, BCGS,
BG2 e RM da serra. Este resultado indica o efeito diferenciado das estratégias de
reabilitacio na diversidade fenotipica de rizobio, com a maioria apresentando
maior diversidade que aquela obtida nas ireas-referéncia, embora sem relagiio
com a cronosseqiiéncia. Utilizando caupi, ndo foi observada diversidade de
rizébio nos sitios RF e BCG19 do campo e B14 da serra, ji que os isolados
apresentaram as mesmas caracteristicas culturais.

Pelos resultados obtidos das amostras de :solo dos sitios recém-
minerados e ndo reabilitados (RM) do campo e serra, verificou-se que a corre¢io
da fertilidade, antes da semeadura das espécies de plantas-isca, possibilitou o
isolamento de maior numero e diversidade de rizdbio. Assim, evidenciou-se a
importancia desta pratica & sobrevivéncia, multiplicagio e diversidade de rizébio
em solos minerados, os quais, segundo Biro et al. (1993), apresentam baixa
populacio e diversidade destes microrganismos. O efeito positivo da corregiio da
ferulidade do solo na densidade, diversidade e atividade de rizdbios concorda
com os resultados obtidos por vérios outros pesquisadores (Franco e Faria, 1997;
Andrade, Murphy e Giller, 2000; Hungria e Vargas, 2000).

Assim como observado para MSPA e MFR das espécies de plantas-isca,
houve efeito diferenciado das estratégias de reabilitacio na nodulagdo, com
destaque para aquelas que utilizaram calagem e adubagdo recente (RM e BG2 da
serra ¢ RM do campo), ou que contribuem para melhor fertilidade dos solos,
como as bracatingas (BCG10 do campo e BCG6 da serra). Os resultados
positives na populagdo de rizobio, utilizando bracatinga como estratégia de
reabilitacdo, concordam com aqueles obtidos por Maschio, Scalzo e Gaiad
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(1992), os quais verificaram alta eficiéncia na recuperagdo de solos de
mineragdo de xisto, e com Franco et al. (1992), que verificaram formacdo de
simbiose eficiente com rizébios de solos degradados.

3.2 Experimentos com amostras de solo coletadas no verio (margo
de 1999)

3.2.1 Crescimento vegetal

A tabela 12 mostra o efeito das diferentes estratégias de reabilitagio na
produgdo de MSPA, indice relativo de produciio de MSPA e MFR de feijoeiro e
caupi.

Excetuandoosﬂ:ioRM—GGdasena,néohouveefeitodas&stratégiasde
reabilitagio na matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria fresca de raizes
(MFR) do feijoeiro, apesar do aumento de 10 e 14% na produgdo de MSPA em
relacdo 4 referéncia, para os sitios E16 e E3 (com eucalipto de 16 e 3 anos). As
diferencas de resultados dos experimentos da primeira e segunda coleta podem
ter sido ocasionadas pela corregdio da fertilidade do solo, época de amostragem
e, ou, pelo proprio efeito da reabilitagdio, ja que diferentes espécies vegetais
utilizadas como estratégias de reabilitagio atuam diferentemente na methoria da
fertilidade do solo (Franco et al., 1992; Maschio, Scalzo e Gaiad, 1992; Dias,
Franco e Campello, 1994). A menor produgdo de MSPA de feijoeiro na serra
ocorreu no sitio recém-minerado e reabilitado com capim-gordura e guandu 6
meses (RM-GG) (menor teor de matéria orgdnica, conforme tabela 4), os demais
ndo diferindo entre si. Para MFR, os maiores valores foram obtidos quando
cultivado em amostras de solos dos sitios RF e E3 do campo.
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TABELA 12. Matéria seca da parte aérea (MSPA), indice relativo de produgiio
de MSPA (IR-MSPA) e matéria fresca de raizes (MFR) de
feijoeiro e caupi, cultivados em amostras de solo dos diferentes
sitios de estudo, coletadas no verio. '

Sitios MSPA IR-MSPA . . MFR

Feijoeiro  Caupi Feijoeiro Caupi = Feijoeiro Caupi
g planta” gplanta”

Campo '
RM-BG 1,16a 2,03¢c 79 63 . 8,14bc 6,4Thc
E3 1,67a 2,2%c 114 71 ~ 11,71ab 11,87a
CA4 1,00a 1,90¢ 68 59 6,72¢ 5,89¢
BCG10 0,99a 2,63abc 67 81 4,24c 6,10c
El6 1,62a 1,95¢ 110 60 7,85bc 6,18¢
BCG19 1,38a 3,01ab 94 93 © 6,05¢ 8,60b
RF 1,47a 3,23a 100 100 15,45a 11,15a
Serra
RM-GG 0,95b 2,2¢ 44 71 " '8,25a 441d
BG2 1,93a 2,54bc 89 82 6,17a 8,55¢
BCGé6 231a 2,34¢ 106 76 4.83a 7.85¢
M10 2,01a 2,42¢ 92 79 5,35a - 12,59
Bl4 1,90a 3,46a 87 112 - 10,32a 9,30c
El6 1,87a 3,4ab 86 110 11,08a 6,87cd
Mi138 2,35a 3,5a 108 114 11,83a 14,6%ab
RF 2,182 3,08abc 100 100 11,45a 16,13a

IR-MSPA: produgdo de MSPA em relagdo a produgiio na area-referéncia
(considerada 100). Campo: RM-BG reabilitado com -braquiaria e guandu 6
meses; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e
capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-
gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragGes antropicas. Serra: RM-GG
reabilitado com capim-gordura e guandu 6 meses; BG2 braquidria e guandu 2
anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos;
B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies
nativas 18 anos; RF referéncia. Médias seguidas por letras distintas na cohma
diferem estatisticamente por Duncan a 5% de significancia.

As variaveis de crescimento de caupi permitiram melhor discriminagio
dos sitios de estudo que as do feijoeiro. As maiores produgdes de MSPA de
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caupi no campo ocorreram nos sitios RF, BCG19 e BCG10, sendo o primeiro
também com a maior MFR, indimdooefeitopositivodassuatégiasde
mbilitaﬁo utilizando bracatinga e¢ gramineas, e da cronosseqiiéncia nestas
varidveis (Tabela 12). As menores produgdes de MSPA desta espécie ocorreram
nos solos dos sitios RM-BG, CA4, EI6 e E3, os quais compdem os sitios recém-
minerados, gramineas recém-plantadas e eucaliptos com 16 e 3 anos de idade,
respectivamente, indicando o efeito negativo da mineragio e das estratégias de
reabilitacdo com eucalipto nestas varidveis. Por outro lado, na serra, os sitios
E16, RF, B14 e M18 foram os que promoveram maior produgio de MSPA de
caupi, com aumento de até 14% na producio de MSPA em relagdo a reforéncia,
sendo que somente o tltimo apresentou maior desenvolvimento também da parte
radicular.

- Os sitios RM-BG ¢ RM-GG do campo e serra, respectivamente, em
relagio as areas-referéncia (RF) e outras, apresentaram os menores valores de
MSPA e MFR (Tabela 12), indicando perda ou redugdo de fincionalidade desses
solos, possivelmente devido aos baixos teores de matéria orgdnica e auséncia de
uma comunidade microbiana fimcional,

» No entanto, estratégias de reabilitacio, utilizando principalmente

bracatinga ‘e gramineas, contribuem para melhoria das condigdes do solo,
permitindo maior crescimento de espécies vegetais. As varidveis de crescimento
de caupi permitiram discriminar o efeito das diferentes estratégias e ainda o
efeito positivo da cronosseqiiéncia de reabilitagdo nos solos estudados.

3.2.2 Nodulagiio e atividade da nitrogenase

A tabela 13 mostra o efeito das estratégias de reabilitaciio no nimero,
matéria fresca e atividade de nédulos de feijoeiro e caupi. Com excegiio do
mimero de nédulos de- caupi cultivado em amostras de solo do campo, houve
efeito das estratégias nas demais variaveis de nodulago.

70



TABELA 13. Nimero, matéria fresca (MF) e atividade de nédulos coletados de
feijjoeiro e caupi, cultivados em amostras de solos dos diferentes
sitios de estudo, coletadas no verdo (médias de 3 repetigdes).

Sitios Nodulos MF nédulos Atividade de nédulos
, Feijoeiro  Caupi Feijoeiro  Caupi Feijoeiro  Caupi

n® planta™ mgplanta® - nmol C;H, h” planta™
Campo
RM-BG 16,27ab 39,6da 227abc  758abc  413b 386bed
E3 39,30a 61,642  28lab 712bc 2400a 719

Cad 4,70bc 37,61a  79c¢ 762abc  685b 468bcd
BCG10 28,32a 61,72a  325ab 902a 420b 567bc

El6 0,00c 34,042 Oc 687c = 0b 249¢cd
BCG19 41,84a 55,09z 311ab 828abc  521b 164d
RF 47.87a 61,44a 427a 884ab 812b 1304a
Serra :

RM-GG 7,51d 31,7 189¢ 650ab Oc 929ab

BG2 55,09bc 53,47ab  606a 189ab 324ab 613ab
BCG6 124,84a 56,65ab 682a 1086a 450a 659ab
M10 70,24bc  47,66ab 411b 802ab 466a 447ab

Bl4 36,70c 38,76ab 49d 508b Oc 924ab
Elé6 86,38ab 53,48ab 717a 468b - 68bc 249b

M18 122,992 46,67ab 598a 653ab Oc 566ab
RF 0,00d 70,552 oOd 633b Oc 1371a

Campo: RM-BG reabilitado com braquiria e guandu 6 meses; E3 eucalipto 3
anos; CA4 capim azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos;
El6 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF
referéncia, sem alteragBes antrdpicas. Serra: RM-GG reabilitado com capim-
gordura e guandu 6 meses; BG2 braquiaria e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e
capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos;
El6 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies' nativas 18 anos; RF
referéncia. Médias seguidas por letras distintas na cohma diferem
estatisticamente por Duncan a 5% de significincia.

Verificaram-se maiores valores de nimero e matéria fresca de nédulos
nas duas espécies de plantas iscas cultivadas em amostras de solo dos sitios RF,
BCG19 e BCGI0 do campo, areas essas principalmente cobertas com
bracatingas e gramineas e, possivelmente, com maiores’ densidades de rizébio.
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Amostras de solo do sitio E16 do campo ndo possibilitaram nodulagiio de
feijoeiro ¢ promoveram também os menores valores de matéria fresca e
aﬁvidadedanitrogmaseemnédtﬂosdewupi.Ester&mlmdoevidmciao
impactonegaﬁvodaculturadeeumlipto,quandoemplantioadmsadoe
homogeéneo, na densidade de rizébio e no processo de nodulagdo. Nio se
verificou o mesmo efeito do sitio E16 da serra, também com eucalipto,
possivelmente devido & presenca de um sub-bosque bem desenvolvido, com
maior diversidade vegetal e menor quantidade de serapilheira em comparagio
com o sitio do campo. Sugere-se que quanto maior a quantidade de serapilheira
no solo, maior seja a quantidade de N orgénico mineralizado, o qual afeta
negativamente a nodulagio (Carroll e Gresshoff, 1983). No entanto, nio se
obtiveram correlagSes significativas entre teor de matéria organica do solo e as
varidveis de nodulagio de feijoeiro e caupi, no campo e serra.

Paraaserra,amostmsdesolodossitiosBC%eMlS(bmwtingase
outras espécies nativas) promoveram os maiores valores de niimero e matéria
fresca de nédulos das plantas iscas testadas, enquanto os menores valores destas
. varidveis foram obtidos nos sitios Bl4 ¢ RM-GG. O resultado contraditdrio
apresentado pelo sitio B14 (bracatinga de 14 anos), com relagio a nodulago,
também foi obtido para MSPA ¢ MFR de caupi no sitio BCG19 do campo
(Tabela 12), indicando que outras variiveis (diversidade vegetal, ciclos
vegetativos, diferengas na produgio e decomposicfo de serapilheira, atividade
microbiana, etc) poderiam estar atuando na microbiota e processos
microbioldgicos desses solos.

A corregdo da fertilidade das amostras de solo dos sitios de estudo, antes
da instalacdo destes experimentos, possibilitou um aumento médio de 2,1 vezes
no niimero de nédulos de feijoeiro ¢ 3,9 vezes no niimero de nédulos de caupi
(Tabelas 7 e 13). Esta corregiio promoven nodulacdo de plantas em amostras de
solos de sitios que anteriormente ndo possibilitaram este processo (sitios RF,
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CAd, E16 e E3 do campo e RF e Mi8 da serra), indicando que havia fatores
limitantes ao estabelecimento da simbiose. Com a corregiio da fertilidade,
Andrade, Murphy e Giller (2000), Denton et al. (2000), Hungria e Vargas
(2000), entre outros, obtiveram maior sobrevivéncia e numero de isolados de
rizdbios (e, conseqiientemente, maior nodulagic), comprovando os resultados
obtidos no presente trabatho. Apesar disso, ainda niio se obtiveram nédulos de
feijoeiro cultivado em amostras de solo dos sitios E16 do campo e RF da serra,
0s quais continham grande quantidade de serapilheira e matéria orgénica.

Assim, os resultados obtidos confinnam a necessidade das praticas de
calagem e fertilizag@o dos solos minerados para a recuperagio das populagdes de
rizobio e, por conseguinte, sustentabilidade do ecossistema impactado (Franco et
al, 1992; Andrade, Murphy e Giller, 2000; Denton et al., 2000; Hungria e
Vargas, 2000). |

Néo houve correlagdes significativas entre as variaveis de nodulagio
(numero, matéria fresca e atividade de nédulos) para nenhuma espécie de planta-
isca utilizada, mostrando que em alguns sitios, apesar de possibilitarem
nodulagdo, os nddulos eram inefetivos. Sdo exemplos os sitios E16, B14, M18 e
RM-GG da serra, com o feijoeiro apresentando nédulos inefetivos, e o sitio
BCG19 do campo, com grande mimero de nédulos de caupi de baixa atividade
da nitrogenase. Portanto, a avaliagio isolada de mimero e peso de nédulos pode
sub ou superestimar a real capacidade de fixagio de nitrogénio pelas populagdes
de rizébio.

Encontraram-se correlagdes significativas somente para caupi entre
MSPA e niimero (r=0,78%) e peso de nédulos (r=0,78*) de plantas cultivadas em
amostras de solo dos sitios do campo, e entre MSPA e peso de nddulos
(r=0,71%) de plantas cultivadas em amostras de solo da serra, mostrando
eficiéncia das populagSes de rizobios somente para esta espécie.
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Portanto, assim como verificado para as amostras de solo coletas no
invemo, as estratégias de reabilitacio atuaram de forma diferenciada na
nodulagdo, destacando-se o efeito positivo de solos com bracatingas (BCG10 e
BCG19 do campo e BCG6 ¢ M18 da serra) e negativo naqueles com eucalipto
plantio homogéneo (E16 do campo), sem efeito evidente da cronosseqiiéncia
de reabilita¢do.

3.2.3 Caracterizagfio cultural de isolados de rizébio

A tabela 14 mostra o nimero de isolados de rizébio obtidos de caupi e
. feijoeiro cultivados em amostras de solo dos diferentes sitios de estudo. Nio
foram obtidos nodulos de feijoeiro e, portanto, isolados, quando cultivado em
amostras de solo dos sitios E16 do campo e RF da serra, demonstrando a menor
promiscuidade em formar simbiose, quando comparado 20 caupi. Em feijoeiro,
foram encontrados nodulos em 87% das plantas, obtendo-se 328 isolados,
enquanto, em caupi, foram encontrados nédulos em 100% das plantas, obtendo-
se 420 isolados, num total de 748 isolados.

Deve-se salientar que através da correcdo da fertilidade dos solos recém-
minerados (sitios RM-BG ¢ RM-GG do campo e serra, respectivamente),
obteve-se nodulacio das espécies de plantas iscas utilizadas e, assim, isolados de
rizébio, indicando que, apesar do impacto negativo da mineragio nesta
comunidade, células de rizdbio puderam se manter viaveis e com capacidade de
desenvolver simbiose com plantas, em condigdes favoraveis. Segundo Hirsch
(1996), células de rizébio apresentam granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB),
0s quais podem ser catabolizados (Wong e Evans, 1971) e utilizados como fonte
de carbono e energia e contribuindo para a sobrevivéncia e atividade desses
microrganismos por longos periodos, independentemente da planta hospedeira.
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TABELA 14. Nimero de isolados de rizébio obtidos de caupi e feijoeiro,
cultivados em amostras de solo dos diferentes sitios de estudo,

coletadas no verdo.

Sitios Planta-isca Total de isolados de
Caupi Feljoeiro rizobio

Campo ‘
RM-BG 28 21 49
E3 28 14 42
CA4 32 19 ; 51
BCG10 29 29 58
Elé6 25 0 25
BCG19 31 26 57
RF 27 24 51
Serra
RM-GG 26 18 44
BG2 30 30 60
BCG6 25 20 45
M10 28 26 ‘ " 54
B14 28 30 58
Elé 30 49 79
Mi18 20 22 51
RF 24 0 24

Campo: RM-BG reabilitado com braquiaria e guandu 6 meses; E3 eucalipto 3
anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos;
El6 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF
referéncia, sem alteragdes antropicas. Serra: RM-GG reabilitado com capim-
gordura e guandu 6 meses; BG2 braquiaria e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e
capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos;
E16 eucalipto 16 anos; MI18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF
referéncia.

Os 328 isolados de feijoeiro foram agrupados em 12 grupos fenotipicos
culturais, cujas caracteristicas se encontram na tabela 15.
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TABELA 15. Grupos fenotipicos culturais de rizbio e miimero de isolados de
rizébio de feijoeiro, classificados Ppor grupo, no campo e serra.

Grupos Caracteristicas culturais* Total de
4 isolados
1 2 3 4 5 C** S
A 23 14 4cido baixa/alta  amarelada 111 127
B 3 <1-3 Acido seca branca 4 7
C 6 2 alcalino seca branca 2 5
D 3 <1-3 neutro seca branca 2 30
E 3 24 3cido baixa/alta  branca 11 0
F 2 2 neutro/acido baixa/média branca 2 0
G 2-3 23 neutro baixa/média branca 1 4
H 34 1-2 acido seca amarelada 0 14
I 3 4 neutro/acido média amarelada 0 1
J 3 34 neutro alta amarelada 0 3
L 6 <] neutro/alcalino  seca amarelada 0 2
M 6 1 neutro/alcalino  seca branca 0 2

* 1 (taxa de crescimento, em dias), 2 (didmetro médio das colénias, em mm), 3
(modificagio do pH do meio YMA), 4 (produgdio de goma) e 5 (coloragdo das
colénias). ** C (campo) e S (serra).

Com as caracteristicas culturais dos isolados de rizébio e das estirpes-
tipo das espécies pertencentes aos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesbrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Allorhizobium (Tabela 10),
construiu-se um dendograma de similaridade, que pode ser visto na figura 19. A
60% de similaridade, 6 grandes grupos foram formados, sendo o grupo 1 com
258 isolados (79%) pertencentes aos grupos morfologicos A, E, G, IeJea
maioria das estirpes-tipo de espécies do género Rhizobium, S. medicae e S,
- ferangae, grupo 2 com 13 isolados (4%) dos grupos morfologicos Be Fe a
‘maioria das estirpes-tipo de espécies do género Sinorhizobium e Allorhizobium
undicola, grupo 3 com 14 isolados (4%) pertencentes ao grupo morfolégico H e
a maioria das estirpes-tipo de espécies do género Mesorhizobium, grupo 5 com
11 isolados (3%) dos grupos morfolégicos C, Le M e estirpes-tipo de espécies
do género Bradyrhizobium e grupo 6 com 32 isolados (10%) do grupo
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morfologico D e estirpe-tipo Azorhizobium caulinodans. O grupo 4 conteve
apenas a estirpe-tipo M. huakuii. Assim como para a coleta de solo no inverno, a
grande maioria dos isolados de feijoeiro apresentou maior similaridade as
estirpes-tipo pertencentes a espécies dos géneros Rhizobium e Sinorhizobium.
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FIGURA 19. Dendograma de similaridade construido de acordo com os grupos
fenotipicos culturais (A, B, C, ... M) de isolados de rizébio de
fefjoeiro cultivado em amostras de solos de éreas de mineragéio, e
as estitpes-tipo: R10051 (Rhizobium leguminosarum bv.
DPhaseoli), R7605 (R I tifolif), R10026 (R eth), R322 (R
tropici), RI10055 (R galegae bv. oriemalis), S7411
(Sinorhizobium meliloti), S112 (S. fredii cv. fredii), S525 (S.
medicae), S526 (S. saheli), S527 (S. fterangae), M7801
(Mesorhizobium loti), M3804 (M. plurifarium), M521 (M. cicer?),
M524 (M. huakuii), M523 (M. tianshinense), M522 (M.
mediterraneum), B111 (Bradyrhizobium japonicum), B29 (B.
elkanii), AZ5410 (Azorhizobium caulinodans), ALLUND
Allorhizobium undicola). Descri¢io dos grupos fenotipicos
culturais na tabela 15.
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Mesorhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium e Allorhizobium (Tabela 10),
construin-se um dendograma de similaridade, que pode ser visto na figura 20.
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FIGURA 20. Dendograma de similaridade construido de acordo com os grupos
fenotipicos culturais (A, B, C, ... Z, Z1) de isolados de rizébio de
emnpx,culhvadoemamosttasdesolodeamsdemmeraqao eas
estirpes-tipo: R10051 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli),
R7605 (R 1 trifolii), R10026 (R etli), R322 (R tropici), R10055
(R galegae bv. orientalis), ST411 (Sinorhizobium meliloti), S112
(S. fredii cv. fredii), S525 (S. medicae), S526 (S. saheli), $527 (S.
terangae), M7801 (Mesorhizobium loti), M3804 (M. plurifarium),
M521 (M. cicerl), M524 (M. huakuii), M523 (M. tianshinense),
M522 (M. mediterraneum), B111 (Bma)rrhizobmm Japonicum),
B29 (B. elkanii), AZ5410 (Azorhizobium caulinodans), ALLUND
(Allorhizobium undicola). Descrigio dos grupos femotipicos
culturais na tabela 16.
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A 60% de similaridade, formaram-se 8 grandes grupos, sendo o grupo 1
com 293 isolados (70%) pertencentes aos grupos morfolégicos A, B, D, H, P, Q,
R, V e Z1 e estirpes-tipo de espécies do género Bradyrhizobium, o grupo 2 com
11 isolados (3%) pertencentes aos grupos morfolégicos I, U e M e estirpe tipo de
M. huakuii, o grupo 3 com a estirpe-tipo de 4. caulinodans, o grupo 4 formando
um grupo a parte com 46 isolados (11%) dos grupos morfologicos C, L, Ne S, o
grupo 5 com 3 isolados (<1%) exclusivamente do grupo morfolégico O, o grupo
6 com 4 isolados (1%) dos grupos morfologicos X e Z e estirpes tipo na maioria
de espécies do género Mesorhizobium, o grapo 7 com 34 isolados 8%)
pertencentes aos grupos morfolégicos E e G e estirpes-tipo da maioria de
espécies do género Sinorhizobium e Allorhizobium undicola, e o grupo 8 com 29
isolados (7%) pertencentes aos grupos morfolégicos F, J e T e estirpes-tipo na
maioria de espécies do género Rhizobium.

. Assim como obtido com as amostras de solo do inverno, a grande
maioria dos isolados de caupi apresentou maior similaridade as estirpes tipo de
espécies do género Bradyrhizobium, embora os isolados estivessem mais
, umformemente distribuidos nos demais géneros, quando comparadas ao
feijoeiro. Este resultado confirma a menor especificidade do caupi e concorda
com aqueles encontrados por Lewin et al. (1987), Martins, Neves ¢ Rumjaneck
(1997) e Pereira (2000), os dltimos avaliando a diversidade fenotipica de rizobio
. €m outros ecossistemas, utilizando o caupi como planta-isca.

3.2.4 indice de diversidade de rizibio

O indice de diversidade de Shannon-Weaver (), construido de acordo
com os grupos fenctipicos culturais dos isolados de feijoeiro e caupi (Tabelas 15
e 16), nos diferentes sitios, sio mostrados na tabela 17. Houve efeito das
estratégias de reabilitagio na diversidade fenotipica de rizdbio, com
- comportamentos diferenciados entre as espécies de plantas-isca utilizadas.
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TABELA 17. Indice de diversidade de Shannon-Weaver (H) para isolados de
rizébio obtidos de caupi e feijoeiro cultivados em amostras de solo
dos diferentes sitios de estudo, coletadas no verdo.

Sitios -

Caupi Feijoeiro
Campo
RM-BG 0,88 0
E3 0,80 0,41
CA4 1,28 1,46
BCG10 1,90 0
E16 1,07 a.i.
BCG19 1,45 0,94
RF 0,90 * 0
Serra S
RM-GG 0,32 1,65
BG2 1,90 0
BCG6 1,43 0,20
M10 1,50 0
B14 1,72 ¢ 1,31
E16 1,33 1,42
M18 1,49 0.
RF 1,18 ai’

ai. = auséncia de isolado. O valor O significa isolados com as mesmas
caracteristicas culturais em meio YMA. Campo: RM-BG reabilitado com
braquidria e guandu 6 meses; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos;
BCGI10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19
bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteracdes antrépicas.
Serra: RM-GG reabilitado com capim-gordura e guandu 6 meses; BG2
braqulana e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10
espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18
bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF referéncia.

O caupi foi mais discriminatério das estratégias de reabilitacio que o
feijoeiro. Verificou-se auséncia de diversidade de rizébio de feijoeiro nos sitios
RM-BG, RF e BCG10 do campo e M10, BG2 e M18 da serra, mostrando menor
promiscuidade em formar simbiose com rizdbios nativos destes solos em relagdo
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20 caupi. A diferenga de comportamento da espécie vegetal utilizada como
planta-isca de rizobio foi demonstrada por Handley, Hedges e Beringer (1997) e
Pereira (2000). Os primeiros sugerem a utilizagio de grande nimero de plantas
iscas e poucos nddulos por planta em estudos de diversidade destes
microrganismos.

Com excegiio dos sitios CA4 do campo, ¢ E16 ¢ RM-GG da serra, o
caupi proporcionou a obtengiio de maior diversidade de isolados de rizébio do
que o feijoeiro nos demais sitios (Tabela 17), assim como nos experimentos das
amostras de solo coletadas no invemo. Para o caupi, os maiores valores do
indice de diversidade de Shannon-Weaver foram obtidos nos sitios BCG1 9, CA4
e BCG10 do campo, e nos sitios B14 e BG2 da serra. Apesar do baixo indice na
area-referéncia do campo, os menores valores foram para os sitios recém-
minerados do campo (RM-BG) e serra (RM-GG), mostrando o efeito negativo
da mineragdo na diversidade de rizébios.

~ Portanto, a utilizagio de bracatingas como estratégia de reabilitacio
contribui positivamente na nodulagdo e, por conseguinte, na demsidade de
- nzobio mo solo, com surgimento de populagdes de diversidade fenotipica
cuhural e eficiéncia simbiética (principalmente em caupi) superiores aquelas de
areas-referéncia.

4 CONCLUSOES

A mineragdo reduz a densidade e diversidade fenotipica cultural de
populagdes de rizobio, enquanto estratégias de reabilitagio com bracatingas, sem
efeito evidente de sua cronosseqiéncia, proporcionam aumentos nestas
variaveis, em intensidade semelhante ou superior 3s areas-referéncia nio
mineradas.
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Estratégias de reabilitagio envolvendo plantio homogéneo e adensado de
eucalipto contribuem negativamente para as populages de rizébio, reduzindo a
sua densidade, diversidade fenotipica cultural, nodulagio e eficidncia simbiética,
avaliadas através do caupi.

O caupi é mais indicado que o feijoeiro para detectar densidade e
diversidade fenotipica de populacdes de rizobio nos sitios de estudo.
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CAPITULO 3

DENSIDADE E DIVERSIDADE FENOTIPICA DE BACTERIAS
DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS EM SOLOS DE MINERACAO DE
BAUXITA EM REABILITACAQ

RESUMO

MELLONI, R. Densidade e diversidade fenotipica de bactérias diazotréficas
endofiticas em solos de mineracio de bauxita em reabilitacfio. Lavras:
UFLA, 2001. Cap. 3. 19p. (Tese - Doutorado em Solos e Nutricio de
Plantas)” :

Néo ha estudos relacionados a microrganismos diazotréficos endofiticos
em solos ou plantas de ireas de mineragio. No entanto, estes microrganismos
desempenham importante papel na sustentabilidade desses sistemas pois, além
de atuarem na fixagio biolégica do nitrogénio, produzem e liberam substincias
reguladoras do crescimento vegetal, methorando a nutricdo e utilizagfio de agua
pelas plantas utilizadas na revegetagio. Objetivando avaliar o efeito de
diferentes estratégias e cronosseqiiéncias de reabilitagio de solos de mineragdio
de bauxita na densidade e diversidade fenotipica destes microrganismos,
realizaram-se amostragens de solo em diferentes areas pertencentes a Alcoa
Aluminio S/A (Pogos de Caldas, MG), em trés épocas (agosto de 1998, marco e
dezembro de 1999). A densidade foi avaliada através do mimero mais provavel
(NMP) em meios seletivos (NFb, INFb e Fam, para Azospirillum spp.,
Herbaspirillum spp. e A. amazonense, respectivamente), e a diversidade
fenotipica através da caracteriza¢io cultural dos isolados em meio-batata.
Enquanto 2 mineragdo reduz a densidade e diversidade destes microrganismos, a
utilizacio de gramineas como estratégia de reabilitagio promove aumento destas
varidveis. Ndo ha efeito da cronosseqiiéncia de reabilitagio na ocorréncia,
densidade e diversidade destes microrganismos no solo. A maioria dos isolados
apresentou caracteristicas culturais com maior similaridade as estirpes-tipo de
espécies do género Azospirillum, comprovando seu endofitismo facultativo e
capacidade de sobrevivéncia em solos minerados.

* Comité de Orientag#o: Fétima M.S. Moreira - UFLA (Orientadora), José Oswaldo
Siqueira - UFLA
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DENSITY AND PHENOTYPIC DIVERSITY OF ENDOPHYTIC
NITROGEN FIXING BACTERIA IN BAUXITE MINED SOILS UNDER
REHABILITATION

ABSTRACT

MELLONI, R. Density and phenotypic diversity of endophytic nitrogen
fixing bacteria in bauxite mined soils under rehabilitation. Lavras:
UFLA, 2001. Chap. 3. 19p. (Thesis - Doctorate in Soil and Plant
Nutrition)*

There are no studies related to endophytic nitrogen fixing bacteria on soils
and plants of mining areas. However, these bacteria have important role on
sustamability of these areas because they have the capacity of fixing nitrogen
and produce and liberate plant growth regulating hormones. In order to evaluate
the effect of different rehabilitation strategies and chronossequences on bauxite
mined soils on density and phenotypic diversity of these bacteria, soil samples
were collected from mining areas belonging to Alcoa Aluminio S/A (Pogos de
Caldas, MG, Brazil), in August 1998, and March and December 1999 The
density was evaluated by the most probable number (MPN) technique in
selective media ((NFb, JNFb and Fam, for Azospirillum spp., Herbaspirillum
Spp. and A. amazonense, respectively), and the phenotypic diversity by cultural
characterization of isolates on potato-medium. While mining decreases bacteria
density and diversity, the utilization of graminous plants as rehabilitation
strategies promotes an increase of them. There is no effect of rehabilitation
chronossequence on occurrence, density and diversity of these bacteria. Most of
these isolates presented cultural characteristics with high similarity to bacteria of
geaus Azospirilium, proving its facultative endophytism and capacity to survive
in bauxite mined soil.

* Guidance Comittee: Fitima M.S. Moreira - UFLA (Major Professor), José Oswaldo
Siqueira - UFLA
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1 INTRODUCAO

O conceito de microrganismos diazotréficos endofiticos foi introduzido na
area de fixacdo biologica de N, (FBN) por Débereiner (1992b) para definir
bactérias que colonizam o interior de tecidos vegetais' sem causar sintomas de
doencas. Bactérias do género Azospirillum sdo consideradas endofiticas
facultativas, as quais, além de colonizarem os hospedeiros, podem sobreviver no
solo, diferentemente daquelas consideradas obrigatérias, como as do género
Herbaspirilium, que ndio sobrevivem bem no solo (Baldani et al., 1997). Apesar
da baixa especificidade com relagio a seus hospedeiros (Magalhies e
Débereiner, 1984; Baldani et al., 1997), as maiores ocorréncias de bactérias
fixadoras de nitrogénio, principalmente aquelas pertencentes aos géneros
Azospirillum e Herbaspirillum (Okon e Labandera—‘iGOnmles, 1994; Bashan e
Holguin, 1997; Baldani et al., 1999), sio com gramineas, comumente utilizadas
como estratégia de reabilitacio de solos minerados, cuja FBN pode ser
responsavel por 30 a 45 kg N ha™ ano® em Brachiaria humidicola e B.
decumbens, respectivamente (Boddey e Victoria, 1986).

Néo hé estudos destes microrganismos em solos ou espécies vegetais de
areas de mineragdo ou em processo de reabilitagio. No entanto, segundo Bashan
e Holguin (1997) e Baldani et al. (1999), a ocorréncia e atividade dessas
bactérias no solo e planta sio fortemente influenciadas por fatores de estresse
fisico (ex. baixa umidade e alta temperatura), quimico (ex. acidez e baixos teores
de nutrieates e carbono) e bioldgico (ex. espécie vegetal nio hospedeira), os
quais sio comuns em solos de mineragio. Nestes ecossistemas, podem
desempenhar importante papel na reabilitagio e sustentabilidade, uma vez que
incorporam nitrogénio através da fixagdo bioldgica, produzem e liberam
substincias reguladoras do crescimento vegetal, como auxinas, giberelinas e
citoquininas, as quais contribuem para melhorar a nutriciio mineral e utilizagio
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de agua pelas plantas (Bazzicalupo e Okon, 2000) utilizadas como estratégias de
reabilitacdo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a densidade e diversidade
fenotipica destes microrganismos diazotréficos endofiticos em solos de
mineragio de bauxita submetidos a diferentes estratégias e cronosseqiiéncias de
reabilitacdo.

‘2 MATERIAL E METODOS

A descrigdo das areas, metodologia de obtencdo e caracterizagio quimica
das amostras de solo estdo no capitulo 2.

Para avaliagio da densidade e diversidade de microrganismos
d:azotroﬁcos endofiticos, foram obtidas amostras de solo nas seguintes épocas:
agosto de 1998 (final do inverno), margo de 1999 (final do verdo) e dezembro de
1999 (final da primavera),

2.1 Avaliagdo semiquantitativa-inverno (agosto de 1998)

Apds trés amostragens de solo por sitio, pesaram-se 15 g de amostra de
~ solo e transfenmm-se para erlenmeyer contendo 75 mL de 3gua destilada
esterilizada (proporgdio 1:5). Homogeneizou-se por aproximadamente 30 min,
mdareuradadeumaahquotadeOI mL e inoculagiio em meios de cultura
semi-sélidos especificos para Azospirillum spp.: A. lipoferum e A. brasilense
(NFb), A. amazonense (Fam) e Herbaspirillum spp. (JNFb), preparado conforme
Dabereiner (1980), Magalhdes (1983) e Baldani et al. (1992), respectivamente,
com trés repeticSes por amostra. Manteve-se sob incubacfio a 28°C por 5 dias,
antes da avaliagio da presenga ou auséncia do microrganismo no meio. Esta
verificacdio é facilitada pelo crescimento caracteristico destas bactérias, com

90



formagdo de pelicula na superficie do meio de cultura, quando presentes na
amostra. Calculou-se, posteriormente, a ocorréncia desses microrganismos nas
amostras de solo através da porcentagem de tubos considerados positivos para o
crescimento (método semiquantitativo).

2.2 Densidade-verio (margo de 1999) e primavera (dezembro de
1999)

Utilizaram-se trés amostras de solo por sitio:de estudo. Prepararam-se
dilui¢Ses de 10" a 10 da seguinte forma: a) Pesaram-se 10 g de amostra de
solo, transferindo-as para erlenmeyer com 90 mL de dgua destilada esterilizada
(10™). b) Homogeneizou-se por 30 min, retirou-se 'vma aliquota de 1 mL e
transferiu-se para tubo de ensaio contendo 9 mL de agua destilada esterilizada
(10). Este procedimento foi repetido até a diluigio 10°. ¢) Dos tubos com as
dilui¢des obtidas, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL para meios semi-
solidos especificos (NFb, JNFb e Fam), em trés repetigdes por diluido.
Manteve-se sob incubagdo por 5 dias a 28°C, avaliando-se posterioﬁname a
presenga ou auséncia de crescimento bacteriano pela formagio de pelicula
superficial no meio de cultura. De posse desses resultados, utilizon-se o
programa MPNES (Woomer, Singleton e Bohlool, 1988) para determinagio do
namero mais provavel (NMP) desses microrganismos por grama de amostra de
solo.

A anilise dos resultados foi feita pelo programa estatistico SANEST
(Zonta, Machado e Silveira Jinior, 1984), utilizando-se a transformagdo raiz
quadrada de x+0,5 para o nimero de tubos positivos das amostras de solo
coletadas no mverno, e log do NMP das amostras coletadas no verdo e
primavera. A comparagio dos sitios foi feita pelo teste Duncan a 5% de
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2.3 Diversidade fenotipica dos isolados

Para obtengiio dos isolados, utilizaram-se repicagens das culturas com
pelicula em meios semi-sélidos e sélidos especificos (NFb, JNFb e Fam), antes
da repicagem final em meio-batata (Débereiner, Baldani e Baldani, 1995) e
incubagdo por 3 dias a 28°C, para confirmacdo da pureza e caracterizagio
cultural através da cor, dismetro e consisténcia das colénias,

Oitenta e cinco isolados foram caracterizados em meio-batata para
estudo da diversidade fenotipica-cultural. Atribuiram-se  valores s
caracteristicas destes isolados e de estirpes-tipo de Azospirillum lipoferum, A.
amazonense e de um isolado pertencente ao género Herbaspirillum, da colegio
do Laboratério de Microbiologia do Solo, da UFLA, para possibilitar o
agrupamento em dendograma de similaridade através do método Complete
Linkage e Distincia Euclidiana (Everitt, 1993), pelo programa STATISTICA
5.0. Com as caracteristicas culturais dos isolados, foi também calculado o indice
de diversidade de Shannon-Weaver - H’ (Shannon e Weaver, 1949), pela
seguinte equacio:

k
H’=- Z pi In pi, onde:
i=1

. k = igual a0 nimero de grupos formados com as diferentes caracteristicas

culturais, e
pi = abundéncia relativa dos isolados em cada grupo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ocorréncia e densidade .

Houve efeito das diferentes estratégias de reabilitagiio na densidade dos
microrganismos diazotréficos endofiticos, avaliados nas trés épocas de
amostragens de solo, cujo resultado pode ser visto na tabela 1.

No inverno, somente nas amostras de solo dos sitios CA4 do campo e
BCG6 e BG2 da serra foi verificado crescimento de microrganismos nos trés
meios de cultura (NFb para Azospirillum spp., INFb para Herbaspirillum spp. e
Fam para A. amazonense), indicando o efeito positivo das estratégias de
reabilitaio empregando gramineas (CA4-capim-azevém, BG2-braquidria e
BCG6-capim-gordura) na ocorréncia destes microrganismos, quando comparado
com as areas-referéncia (RF). No entanto, nio se obteve crescimento nos meios
inoculados com amostras de solo dos sitios RF, B14, M18 e RM da serra, os
quais, excetuando o sitio RM da serra (reoém-minérado e ndo reabilitado),
apresentam espécies arboreas, com auséncia ou limitacgio de gramineas,
consideradas plantas hospedeiras comuns destes microrganismos, segundo
Magalhdes e Débereiner (1984), Débereiner (1992a), Baldani et al. (1997) e
Bashan e Holguin (1997). Ainda, a baixa densidade destes microrganismos em
sistemas florestais pode estar relacionada & baixa demanda de nitrogénio, a qual
pode ser suprida por ciclagem eficiente, com pouco ou nenhum estimulo a
fixagfio biologica de nitrogénio (Boddey et al., 1997). ‘Contrariamente, Florence
e Cook (1984) encontraram alta densidade de Azospirillum spp. em floresta de
coniferas, embora néio tenham sido provadas sua especificidade e contribuigio &
manutengdo deste ecossistema. Estas contradi¢des indicam que pesquisas ligadas
principalmente i ecologia destes microrganismos sio ainda necessirias e
fundamentais para o melhor entendimento e utilizagio destas relagdes
endofiticas.
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TABELA 1. Ocorréncia e densidade de microrganismos diazotréficos
endofiticos em amostras de solo coletadas no inverno, verdo e
primavera,avaliadasatrava’sdosmeiosdeculunaNFb(para
Azospirillum spp.), INFb (para Herbaspirillum spp.) e Fam
(para A. amazonense).

Sitios inverno verdio primavera

NFb _ JNFb Fam _ NFb_ JNFb Fam NFb  IJNFb Fam

% de tubos positives ~ ————— log NMP g de solo

Campo

RM-BG 0b 0b 77402 2,16a Ob  2,24b 2,76a 2,05a 1,73b
E3 540b 0Ob 2140a Ob Ob Oc 1,9ab Ob  203ab
CA4 33,202 49,402 54802 2,51a 2,872 4,30a 242ab 2,05a 25iab
BCGI0 32,80a 12,20ab 0a 260a 237a Oc  226ab 2,60a 285a

Elé6 Ob 0b 2140a Ob 0b Oc Oc 1,76a 0Oc
BCG19 ob 540ab 540a 2292 0Ob Oc 2,50ab 2,51a 1,96ab
-RF 0b 540b Oa 0b 2,26a Oc 1,92b 0b Oc
Sera

RM-GG 0b od b 3,03b 2,85a 3,133 Oc 2,53ab 3,09a

BG2 64,60a 100a  22,20ab 3,782 3,522 297a 2,36a 3,32a 2,18
BCG6  71,20a 49.40ab 37,80a 2,69b 3,56a 3,06a Oc Oc 3,23a

M10 37,802  39,00bc Ob Oc 0b 0b 1,92b 1,76bc 1,83bc
Bl4 0b od 0b Oc 0b 0b oOc Oc 1,76bc
El6 O0b 5,40cd Ob Oc 0b 0b Oc Oc 1,53¢
MI8. 0b od 0b Oc 0b 0b 1,73b 0c 1,93bc
RF ob 0d 0b Oc Ob 0b Oc Oc 0d

- Considerar RM recém-minerado e niio reabilitado para amostras coletadas no
mvemo. Campo: RM-BG reabilitado com braquiaria e guandu 6 meses; E3
eucalpto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-
gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19
anos. RF referéncia, sem alteragBes antropicas. Serra: RM-GG reabilitado com
capim-gordura e guandu 6 meses; BG2 braquidria e guandu 2 anos; BCG6
bracatnga e capim-gordura 6 amos; M10 espécies nativas 10 amos; Bl4
bracatmga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18
anos. RF referéncia. Médias seguidas por letras distintas na cohma diferem
estatisicamente por Duncan a 5% de significincia.

Apesar de auséncia de cobertura vegetal, 4. amazonense ocorren (Tabela
1) nas amostras de solo do sitio RM do campo (recém-minerado e n3o
reabilitado), indicando que esta espécie pode sobreviver as condigbes fisicas,
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quimicas e biologicas estressantes dos solos minerados. Bashan e Holguin
(1997) discutiram que sob condigdes de estresses :(metais toxicos, baixa
umidade, etc), bactérias do género Azospirillum (A. brasilense) sdo capazes de
sobreviver na forma de cistos, os quais, segundo Okon e Itzigsohn (1992), sio
fisiologicamente ativos e com capacidade de fixar nitrogénio na auséncia de
fonte exdgena de carbono. Estudos t8m mostrado ainda que bactérias deste
género sdo capazes de acumular poli--hidroxibutirato (PHB), um material de
reserva que fhes permite resistir a condigSes de estresses ambientais (Tal e
Okon, 1985; Baldani et al., 1999). Crescimento desta espécie foi obtido também
nos meios com amostras de solo dos sitios reabilitados com eucalipto do campo
(E3 e E16). No entanto, verificou-se que a utilizagio de eucalipto como
estratégia de reabilitacio possibilitou menor ocorréncia destes microrganismos
em todas as épocas de amostragem, evidenciando o menor estimulo ao
crescimento desta espécie na demsidade dos microrganismos endofiticos
estudados.

Pela tabela 1, verificou-se que no verdo houve crescimento bacteriano
nos trés meios de cultura somente com amostras de solo dos sitios CA4 do
campo, BCG6, BG2 ¢ RM-GG da serra, indicando novamente o favorecimento
do crescimento destes microrganismos em solos reabilitados com gramineas. A
mesma discussdo é valida para o crescimento obtido com as amostras dos sitios
RM-BG e BCG10 do campo. Os sitics RM-BG do campo e RM-GG da serra
apresentavam aproximadamente 6 meses de reabilitaciio com gramineas quando
da amostragem no verdo, indicando a ripida multiplicacio destes
microrganismos no solo, jé& que, excetuando-se o sitic RM do campo (onde se
obteve crescimento de A amazonense), ndo se verificou ocorréncia de outros
microrganismos estudados, na primeira época de amostragem.

Pela impossibilidade de comparagio das densidades entre as trés
amostragens, verifica-se que as maiores densidades dos sitios CA4 do campo e
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RM-GG, BG2 e BCG6 da serra ocorreram no verdo, enquanto as dos dernais
sitios ocorreram na primavera. Nesta iiltima época de amostragem, os
Imicrorganismos ocorreram em praticamente todos os sitios de estudo, cuja
densidade foi maior que a das areas-referéncia na maioria dos sitios. Este
resultado indica o efeito do tempo de reabilitagiio nos sitios e, ou, das condigdes
climaticas favordveis (maiores valores de temperatura ¢ umidade, quando da
amostragem na primavera), conforme tabela 1 do capitulo 2.

Utilizando o meio NFb, as densidades de microrganismos alcangaram
6,0 x 10° (sitio BG2 da serra) 1o verdo, € 5,7 x 107 células por grama de solo
(RM-BG do campo) na primavera. Com o meio JNFb, chegaram a 3,6 x 10°
(BCGS da serra) no verdio, e 2,1 x 10° células por grama de solo (BG2 da serra)
na primavera; e utilizando o meio Fam, obtiveram-se densidades maximas de
1,99 x 10* (CA4 do campo) no verdo, e 1,7 x 10° células por grama de solo
(BCG6 da serra) na primavera. Densidades de 10° células de Azospirillum spp.
porgramaderaizesesoloforamobtidasemculuuademi!hoesorgonos
tropicos (Ddbereiner, 1978 citado por Ddbereiner, Baldani e Baldani, 1995) e
outras plantas nas ireas temperadas (Reynders e Viassak, 1976), e até 10° em
raizes ndo lavadas de pupunha e braquiiria na Amazénia (Magalhdes e
Débereiner, 1984).

Pelos resultados obtidos em todas as épocas de amostragem de solo,
pode-se verificar que houve efeito positivo das estratégias de reabilitagio
empregando gramineas (braquiaria, capim-gordura e azevém), embora nio de
sua cronosseqiiéncia, na populagio dos microrganismos diazotréficos estudados.

3.2 Diversidade fenotipica-cultural dos isolados

Vinte e trés grupos fenotipicos culturais foram formados (Tabela 2),
. sendo a maioria dos isolados pertencentes aos grupos D, R, A, L e L. O nimero
totaldeisoladosobﬁdosporépmdeamostmgemdesoloemﬁmﬁo dos grupos
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fenotipicos culturais se encontra na figura 1, num total de 20, 32 e 33 isolados,
respectivamente, em amostras de solo coletadas no inverno, verdo e primavera.
Menor mimero de isolados foi obtido no mvemo, possivelmente pelo fato dos
sitios recém-minerados (RM) do campo e da serra niio terem ainda entrado em
processo de reabilitagdo.

TABELA 2. Descrigdo dos grupos fenotipicos culturais e mimero total de

isolados de microrganismos diazotroficos endofiticos por grupo,
obtidos de amostras de solo coletad[as no inverno, verdo e
primavera. k

Grupos Caracteristicas culturais Niimero total de
fenotipicos  Cor apresentada Tamanho Consisténcia isolados
(mm) -
A creme 2-3 dura 7
B branco rosado 1-2 dura 2
C creme claro <1 dura 3
D rosa claro 2-3 dura 11
E creme 34 dura - 1
F creme claro 1-2 dura L
G creme 1-1,5 dura 2
H creme transparente 1-2 mole 6
I branco 1-2 dura 7
J branco <2 mole 1
K branco <1 dura 6
L 1053 23,5 dura 7
M rosa 12 dura 2
N creme/laranja <3 dura 2
O creme <15 mole 3
P creme 1,5-2 dura 2
Q creme 1 dura 2
R branco <1 dura 9
transparente
) branco 2-3 dura’ 6
T 1082 claro 12 mole 1
U creme rosado <4 dura 2
v creme 1,5-3 mole: 1
X rosa <1 dura 1
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FIGURA 1. Niimero total de isolados por época de amostragem, em fimgio dos
grupos fenotipicos culturais. As linhas tracejadas separam OS grupos
ﬁnoﬁpicosculhnaismaisﬁeqﬁe:ﬁesnasdifermt&sépomsde
amostragem de solo (I: aqueles que predominam no invemo, II: no
veréo e III: na primavera).

Foievidaneaobtaxﬁodegmposfaxoﬁpicosdisﬁntosporépoude
amostragem, indicando que, possivelmente, houve efbito diferenciado das
condi¢Ses ambientais de temperatura e umidade (tabela 1 do capitulo 2) na
selegiodemicrorganismos,naqualosmaisadaptados foram também os mais
freqiientes. Nas amostras de solo do invemo (menor temperatura ¢ umidade), a
maioria dos isolados foi distribuida nos grupos de A a L, no verfo (maior
temperatura ¢ umidade) de H a Q, ¢ na primavera (temperatura e umidade
supeﬁor&sésdoveﬁo),prhcipalmentemPeX,anbomnmépoéos
isoladostmhamsedism'buidoemmaiormhnemdegmpos fenotipicos culturais.

O mimero total de isolados por sitio de estudo se encontra na tabela 3.
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TABELA 3. Namero total de isolados de diazotroficos endofiticos por sitio de
estudo, obtidos de amostras de solo coletadas no inverno, verdo e
primavera, utilizando os meios especificos NFb, JNFb e Fam.

Nimero de isolados Total de
Sitios NFb para JNFb para Fam para isolados
Azospirillum spp.  Herbaspirillum spp.  A. amazonense
Campo
RM-BG 3 2 5 10
E3 0 0 0 0
CA4 0 0 - 4
BCGI10 1 8 7 16
El6 0 0 0 0
BCG19 5 1 3 9
RF 1 3 0 4
Serra
RM-GG 1 3 3 7
BG2 5 10 0 15
BCG6 4 4 3 11
Mi10 1 5 0 6
B14 2 0 0 2
El6 0 0 0 0
M18 0 0 0 0
RF 1 0 0 1

Campo: RM-BG reabilitado com braquiaria e guandu 6 meses; E3 eucalipto 3
anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos;
El6 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos: RF
referéncia, sem alteragdes antrépicas. Serra; RM-GG reabilitado com capim-
gordura e guandu 6 meses; BG2 braquiaria e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e
capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos;
E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF
referéncia.

Assim como observado para a densidade de endofiticos, os sitios nos
quais se obteve maior niimero de isolados de diazotréficos endofiticos foram, na
ordem decrescente, BCG10, RM-BG e BCG19 do campo e BG2, BCG6 e RM-
GG da serra, com valores acima dos obtidos nas areas-referéncia (RF). Estes
sitios apresentavam cobertura do solo com gramineas do tipo capim-gordura e
braquidria, as quais possivelmente contribuiram para maior multiplicagdo destes
microrganismos no solo e maior facilidade de isolamento. Embora tenha sido

registrada a ocorréncia (Tabela 1) destes microrganismos nos sitios com plantio
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de eucalipto (E16 e E3 do campo e E16 da serra), nfio se obtiveram isolados
nestas areas.

Pela tabela 3, obteve-se grande nimero de isolados (42% do total)
utilizando o meio JNFb para Herbaspirillum spp. No entanto, segundo Baldani
et al. (1999), deve-se atentar ao fato de que a formagdo de pelicula no meio
JNFb ndo necessariamente indica a presenca de bactérias deste género. Os
autores discutem que o isolamento destas bactérias é dificultado, uma vez que
pode ser confundido com Azospirillum, principalmente com aquelas bactérias
capazes de tolerar a maior acidez inicial do meio JNFb. Ddébereiner, Baldani e
Baldani (1995) relataram que a diferenca entre os géneros estd no menor
tamanho das células bastonetes de Herbaspirillum (06 20,7 pmx3a § pm),
ligeiramente curvadas e com movimento espiraléide apenas quando préximas de
bolhas de ar. Em meio-batata, as colénias de Herbaspirillum spp. sio tmidas e
Pequenas, com centro marrom, produzindo um cheiro caracteristico, enquanto
aquelas de Azospirillum spp. formam colénias maiores, bem distintas, achatadas
e com bordas elevadas. No presente estudo, apesar de todos os isolados serem
Gram negativos,emformadebasmnetascurvoseméveis,nioseobﬁveram
1solados com caracteristicas culturais descritas e especificas de Herbaspirillum
PP

Com os grupos fenotipicos culturais dos isolados, foi possivel calcular o
mdice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) em cada época de amostragem
de solo 'Os valores encontrados foram 1,99, 2,18 e 2,32, respectivamente para os
wsolados obtidos nas amostragens de solo realizadas no: invermo, verdo e
pnmavera, com alta correlagio com o niimero de isolados obtidos (r=0,99). O
incremento na diversidade pode estar relacionado & sucessdo vegetal e ao
processo de reabilitagio ocorridos nos sitios entre as €épocas de amostragem, ou
mesmo em funcdo das condigdes ambientais (maior temperatura e umidade).
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A figura 2 mostra o dendograma de similaridade entre os isolados e as
aﬁmanboAmwwmwn@mmmmgA.wmmwmuwemnkdmbdog&ﬂo
Herbaspirillum, pertencente ao Laboratorio de Microbiologia do Solo, da
UFLA, construido de acordo com suas caracteristicas culturais.
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FIGURA 2. Dendograma de similaridade entre isolados de microrganismos
diazotroficos endofiticos, construido de acordo com os grupos
ﬁnﬁpwncmmmm(A,B . X). AZSPP, AAMAZ e HSSP
correspondem as eﬁhmﬁmo Azospirillum lipoferum, A.
amazonense e do isolado do género Herbaspirillum,
respectivamente. Os grupos fenotipicos culturais estio descritos
na tabela 2.
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A 60% de similaridade, houve formag3o de 5 grandes grupos. O grupo 1
reuniu 8 grupos fenotipicos culturais (28 isolados ou 32,9% do total) com a
estirpe-tipo Azospirillum lipoferum, o grupo 2 reuniu 4 grupos fenotipicos (8
isolados ou 9,4% do total) com o isolado do género Herbaspirillum, o grupo 3
reuniu 6 grupos fenotipicos (28 isolados ou 32,9% do total) com a estirpe-tipo 4.
amazonense, enquanto os outros dois grandes grupos (21 isolados ou 24,7% do
total) apresentaram maior similaridade (40%) & estirpe-tipo A. amazonense.

Assim, pelo dendograma de similaridade construido com base nas
caracteristicas culturais dos isolados, obtiveram-se aproximadamente 91% dos
isolados com maior similaridade a estirpestipo de espécies do género
Azospirillum. Este resultado pode confirmar 2 caracteristica de endofitismo
facultativo de bactérias do género Azospirillum e a de endofitismo obrigatério de
bactérias do género Herbaspirillum, sendo o wltimo com baixa ou nenhuma
sobrevivéncia no solo (Olivares et al., 1996; Baldani et al, 1997).

4 CONCLUSOES

Enquanto a mineragio reduz a densidade e diversidade de
microrganismos diazotréficos endofiticos, a utilizacio de gramineas (capim-
gordura, azevém e braquiaria) como estratégia de reabilitagio promove aumento
destas variaveis, em valores superiores aos das areas-referéncia.

Nido ha efeito da cronossegiiéncia de reabilitacdo na ocorréncia,
densidade e diversidade de microrganismos diazotréficos endofiticos, utilizando-
se amostras de solo e meios de cultura NFb, INFb e Fam.

Pelas caracteristicas culturais (cor, tamanho e consisténcia das colénias),
91% dos isolados apresentaram maior similaridade com o género Azospirillum,
indicando o seu endofitismo facultativo, com capacidade de sobrevivéncia nos
solos minerados, em mbilitaqio.
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CAPITULO 4

POTENCIAL DE INGCULO, DIVERSIDADE E EFICIENCIA DE
FUNGOS MAs EM SOLOS DE MINERACAO DE BAUXITA EM
REABILITACAO

RESUMO

MELLONL, R. Potencial de in6culo, diversidade e eficiéncia de fungos MAs
em solos de mineraciio de bauxita em reabilitaciio. Lavras: UFLA,
2001. Cap. 4. 37p. (Tese - Doutorado em Solos e Nutrigio de Plantas)"

A mineracio proporciona grandes alteracdes fisicas, quimicas e
microbioldgicas no solo, com efeitos negativos na populagio de fungos MAs.
No entanto, ndo ha trabalhos mostrando o efeito de diferentes estratégias e
cronosseqiiéncias de reabilitagio de solos minerados na recuperagio destes
microrganismos. Utilizando-se amostras de solos em reabilitacio pertencentes a
Alcoa Aluminio S/A (Pogos de Caldas, MG), coletadas em 1998 e 1999,
determinaram-se, em laboratério e casa-de-vegetagio, o potencial de méculo,

encontrada nos solos das ireas mineradas: Glomus sp. > Acaulospora
scrobiculata > Entrophospora colombiana > Gigaspora sp. O efeito da
cronosseqiiéncia de reabilitagio na populaggo de fungos MAs somente ocorren
para micélio extrarradicular total, indicando que as estratégias de reabilitagio
dos solos sfo mais importantes que a idade de reabilitagio na populagiio destes
microrganismos. '

* Comité de Orientagdo: Fitima M S, Moreira - UFLA (Orientadora), José Oswaldo
Siqueira - UFLA
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INOGCULUM POTENTIAL, DIVERSITY, AND EFFICIENCY OF AM
FUNGI IN BAUXITE MINED SOILS

ABSTRACT

MELLONIL, R. Inoculum potential, diversity, and efficiency of AM fungi in
bauxite mined soils. Lavras: UFLA, 2001. Chap. 4. 37p. (Thesis -
Doctorate in Soil and Plant Nutrition)* ‘
The mining activity has shown to promote great physical, chemical and

microbiological changes in soils, with negative effect on arbuscular mycorrhizal

(AM) fimgal populations. However, there are no reports showing the effect of

different rehabilitation strategies and chronossequences of bauxite mined soils

in these populations. Using soil samples collected from bauxite mining areas
belonging to Alcoa Aluminic S/A (Pogos de Caldas, MG, Brazil) in 1998 and

1999, the inoculum potential, diversity, and efficiency of AM fingi were

evaluated under laboratory and greenhouse conditions. The bauxite mining has

negative effect on these populations, but they were recuperated with different
rehabilitation strategies, mainly by graminous plants and “bracatingas” (Mimosa
scabrella). The frequency of AM fimgi founded in those soils was: Glomus sp. >

Acaulospora scrobiculata > Entrophospora colombiana > Gigaspora sp. The

effect of rehabilitation chronossequence on AM fungi occurred anly: for total

extraradical mycelium, ndicating that rehabilitation strategies are more
important than rehabilitation age on these populations.

* Guidance Committee: F4tima M.S. Moreira - UFLA (Major Prafessor), José Oswaldo
Siqueira - UFLA
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1 INTRODUCAO

A atividade de mineragdo, além de causar degradagiio fisica e quimica de
solos, promove significativos efeitos negativos na microbiota do solo. Virios
estudos ligados & microbiota de solos de mineragdio relacionam o impacto desta
atividade nas populagies de fungos micorrizicos arbusculares (MAs). Estes
microrganismos, em simbiose com plantas, otimizam a utilizagdo de nutrientes e
possibilitam maior vantagem competitiva destas plantas quando do processo de
sucessdo, incrementam a fixagdo biologica de nitrogénio em leguminosas
(Franco e Faria, 1997) e contribuem Para a agregacéio do solo (Miller e Jastrow,
1992a,b), estabilidade e sustentabilidade destes ecossistemas impactados
(Johnson e Pfleger, 1992; Smith e Read, 1997).

Varios autores tém relatado a redugdo do niimero de propagulos de fungos
MAs pela mineragio (Walland e Allen, 1987; Diaz e Honrubia, 1993), a qual
poderia compromster a revegetagio e reabilitaciio destes sistemas. Em solos de
mineragio de carvio nos EUA, (Kieman, Hendrix e Maronek, 1983), de
magnesita na fndia (Raman et al., 1993), de bauxita no Brasil (Souza, 1997) e de
carvio na India (Mehrotra, 1998), foi registrada baixa diversidade destes
microrganismos. Estas reducdes no nmimero de propagulos e diversidade de
fungos MAs pela atividade de mineracdo podem estar relacionadas a elimina¢io
de plantas hospedeiras (Bécard e Piché, 1989; Bécard, Douds e Pfeffer, 1992),
exposicio a extremos de temperatura (McGonigle e Miller, 1999) e umidade
(Jasper, Abbott e Robson, 1993; Braunberg, Abbott e Robson, 1996), baixos
valores de pH (Mehrotra, 1998), entre outros fatores.

N3o ha relatos sobre o efeito da reabilitagio no niimero de propagulos e
diversidade destes microrganismos em solos de mineragdo de bauxita. No
eatanto, asuc&ssaoe&emmdascommdadsvegetans,deoomdo
processo de revegetagdo e reabilitagio, exercem grande impacto na ocorréncia e
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diversidade de fingos MAs, sendo a iltima considerada essencial 4 estrutura,
desenvolvimento e sustentabilidade da comunidade vegetal e reabilitagio dos
solos minerados (Gould, Hendrix e Ferriss, 1996; Mehrotra, 1998). Por outro
lado, a ocorréncia e diversidade destes microrganismos podem também interferir
no processo de sucessio vegetal, alterando sua estrutura e desenvolvimento
(Janos, 1980; Pfleger, Stewart ¢ Noyd, 1994; Francis e Read, 1994; Siqueira et
al., 1998; Van der Heijden et al., 1998).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de diferentes estratégias
e cronosseqiiéncias de reabilitagio no potencial de inéculo, diversidade e
eficiéncia de fingos MAs, em solos de mineragdo de baux:ta

2 MATERIAL E METODOS

A descrigdo das areas, metodologia de obten¢do e caracterizagio quimica
das amostras de solo est#o no capitulo 2. .

O fluxograma das etapas do estudo de fungos MAs esta representado na
figura 1. Para quantificagfio da populagdo de fimgos MAs nos sitios de estudo,
avaliaram-se micélio extrarradicular ativo (MEA) e total (MET) de fingos do
solo, mimero total de esporos e tipos, utilizando-se amostras de solo coletadas
em agosto de 1998 (invemo) e margo de 1999 (verdo), e mamero mais provavel
de propagulos em amostras de solo coletadas dezzmlgro de 1999 (primavera).
Para avaliagio da eficiéncia de populagdes de fungos MAs, utilizaram-se
esporos coletados das amostras de invemo. Os estudos foram realizados no
Laboratério de Microbiologia do Solo e casa de vegetagio do Departamento de
Ciéncia do Solo, da Universidade Federal de Lavras.
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[ Amostras de solo |

Irvemo [ VerSo Primavers
(zgosto 1998) II (marco1999) || (dezembro 1999)

- Colonkzaghio radicular ,
= Eficiéncla de populages
ém fejoakro MuliplicagSo em
vasos-armadiha
Colonkaciio micorrizicn Micélo extrarradicular | | Esporos NGmero mals
- phntas coletadas in sity | | - ative e - total provave!
~ bloansaio - total - espbcies de propigulos

FIGURAI.FluxogramadasempasdoestudodaspoplﬂagasdeﬁmgosMAs.

2.1 Micélio extrarradicular

Fez-se uma suspensio com lOgdeamosu-adesolo(umidadeoonhecida)
lSOOdeeéguadetomeim,utilimdo—seposteﬁormemeumjogode
peneiras de 0,71 mm e 0,25 mm. Agitou-se em liquidificador por 30 s na menor
mﬁo,deixando-seposteﬁomaneanrepwsoporzmmdo
peneiramento (0,045 mm) de uma aliquota de 500 mL e transferéncia de 11 mL
desta suspensSo para frasco de penicilina. Retiraram-se 5 mL desta suspensiio e
adicionamm-seSdeeumasoluﬁocomdiaoemtodeﬂuomoeﬁ:a-FDA(S
mg de FDA em 1 mL de acetona ¢ completar a 100 mL com selugdo tampio de
fosfato 0,1 mol L pH 7,4), incubando-se por 5 min antes da filtragio em
conjunto de filtragio e membrana quadriculada de triacetato de celulose
Millipore de 0,45 pm e 47 mm de didmetro. Acoplou-se uma ocular reticulada
(10x10 campos) ao microscpio de epifluorescéncia Nikon Optiphot-2 e, através
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do método de contagem da intersec¢io das hifas com as linhas horizontais da
membrana, avaliou-se 0 MEA sob luz ultravioleta (MEA) e MET sob luz
comum, empregando a seguinte equagio: MEA ou MET = 0,21387 .n/10- U,
sendo n o numero de intersecgdes avaliado e U a quantidade de agua na amostra
em gramas (Melloni e Cardoso, 1999). O resultado é dado em metros de hifa por
grama de solo seco.

2.2 Niimero total de esporos e espécies

Utilizou-se o método do peneiramento amido descrito por Gerdemann e
Nicolson (1963). Para isso, amostrou-se um volume de 50 mL de solo e fizeram-
se trés lavagens com agua de torneira em peneiras de 0,71 e 0,053 mm. O retido
nessa ultima peneira foi transferido para tubo de centrifuga e centrifugado a
3000 ipm por 3 min. O sobrenadante foi descartado, acrescentando-se
posteriormente uma solugdo com sacarose 50% e agitando-se a 2000 rpm por 2
min. O sobrenadante foi peneirado em peneira de 0,045 mm e o retido foi
transferido para placa concéntrica para contagem do nimero total de esporos e
mimero de esporos por espécie. Para a classificagfio dos esporos, utilizaram-se
lupa microscépica e microscopio comum Nikon, com montagem de liminas em
PVLG (polivinil alcool-lactoglicerol) ou PVLG/reagente de Melzer (4:1, viv), e
descrigdes morfologicas do manual do INVAM (Morton, Bentivenga e
Wheeler, 1993). Posteriormente, calculou-se a riqueza de espécies por sitio, que
€ o proprio nimero de espécies por sitio, e o indice de diversidade de Shannon-
Weaver (H’), conforme Shannon e Weaver (1949), pela equagdo:

k
H'= - Z pi In pi, onde:
= ;
k = igual ao niimero de esporos de fungos MAs pc;r espécie, e
pi = abundincia relativa dos esporos em cada espécie.
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23 Colonizagio micorrizica de espécies coletadas in situ e de
feijoeiro e caupi em vasos (bioensaio)

Aproximadamente 1 g de amostras de raizes de espécies coletadas in
situ, obtidas da camada superficial quando da coleta de amostras de solo no
verdo, foram clarificadas com KOH 0,05 mol L™ a 90°C, em banho-maria por 60
min, enxaguadas em dgua e posteriormente imersas em HC] 0,05 mol L por 30
min. Depois de acidificadas, as raizes foram coradas em solucdo 0,05% de azul
de tripano em banho-maria por 30 min a 90°C (Phillips e Haymann, 1970). A
porcentagem de colonizagio foi estimada pelo método da interseciio em placa
quadriculada (Giovanetti e Mosse, 1980) e Iupa microscépica Nikon SMZ-U.

Dos experimentos de nodulagio das espécies de plantas-isca (feijoeiro e
caupi) descritos no capitulo 2, avaliou-se a porcentagem de coloniza¢io
radicular, seguindo metodologia descrita anteriormente.

2.4 Multiplicagdo de fingos MAs em vasos-armadilha

As repetigies das amostras de solo coletadas no Verdo, previamente
utilizadas nos experimentos de nodulacdio (capitulo 2) com as espécies de
plantas-isca (feijoeiro cv. Carioca e caupi cv. Mulato), foram reunidas, de
acordo com o sitio correspondents, em vasos plisticos de 3 L, antes da
semeadura de Brachiaria ruziziensis (capim-congo) e Neonotonia wightii (soja
perene comum) para multiplicagiio dos esporos (Brundrett et al, 1996).
Procederam-se avaliagdes do nimero de esporos de fungos MAs (Gerdemann e
Nicolson, 1963) e por espécie (Morton et al., 1993) aos 13 meses da semeadura,
com posterior calculo do indice de diversidade de Shannon e Weaver (1949).

2.5 Nuimero mais provivel (NMP) de propigulos de fungos MAs

Em fevereiro de 2000, instalou-se um experimento casa-de-
vegetacdo para determinagdo do mimero mais provavel (NMP) de propagulos de
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fungos MAs, com amostras de solo coletadas na primavera (dezembro de 1999),
segundo metodologia descrita em Souza e Guerra (1998). Para isto, utilizaram-se
copos plasticos de 200 mL de capacidade e 120 g de substrato. O substrato
diluente das amostras de solo dos sitios de estudo foi preparado da seguinte
forma: misturou-se uma parte de amostra de solo LV para uma parte de areia de
rio lavada, esterilizando-se em autoclave por duas vezes, em dias altemados,
antes da secagem em estufa a 105°C. Fez-se caracterizagio quimica do substrato
diluente, com os seguintes valores encontrados, antes e apés esterilizagio,
respectivamente: pH (6,2 para 5,7), P (1 mg dm™), P resina (2,6 para 3,2 mg dm™
%, K (25 para 27 mg dm®), Ca (1,6 para 1,3 cmol, dm™), Mg (1,1 cmol, dm™),
Al (0 cmol. dm™), Zn (0,6 mg kg™), Cu (0,6 mg kg™), Mn (9,0 para 22,0 mg kg’
Y, Fe (13,1 para 10,8 mg kg), S (3,8 para 4,3 mg kg™) e V (60 para 55%). A
diluicdo das amostras de solo (sem repeticBo por &rea) (amostra-teste ou
amostras dos sitios de estudo) foi feita utilizando base 4 de diluigiio, ou seja, 220
g de amostra de solo teste para 660 g de substrato diluente (1:4), até a diluicdo 47
7 para cada amostra, com 4 repeticdes por diluigio. Semearam-se cerca de 20
sementes de paingo (Panicum miliaceum) desinfectadas (alcool 70% por 3 min e
hipoclorito de sodio 1% por 3 min) em cada vaso, mantendo-se cerca de 6
plantas por vaso através de podas constantes.

Seguiram-se adubagbes quinzenais e mensais com macro e
micronutrientes, conforme metodologias descritas em Souza ¢ Guerra (1998),
sendo a solugio com P fomecida mensalmente e' os demais nutrientes
quinzenalmente.

Aos 52 dias da semeadura, coletaram-se as plantas, separando-se uma
pequena porgao do sistema radicular para determinacio da colonizagdo radicular
(metodologia descrita no item 2.3), assinalando-se auséncia ou presenga de
estruturas fimgicas nas raizes para cilculo do NMP de propagulos de fimgos
MAs pelo programa MPNES (Woomer, Singleton e Bohlool, 1988).
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2.6 Eficiéncia de populagdes em feijoeiro

No final de agosto de 1999, utilizando-se amostras de solo coletadas em
marco de 1999 (verdo), conduziu-se um experimento, cujo substrato foi
preparado da seguinte forma: a) peneiramento (2,0 mm) de amostra de solo LV
distréfico, argiloso, coletado na camada de 0-20 cm, do Distrito de Jaguari
(MG); b) calagem empregando calcario dolomitico PRNT 100% até saturagiio
por bases de 60%; ¢) fumigagiio com brometo de metila (98%) na dose de 263
cm® m*; d) arejamento do substrato e colocagdo de 1,5 kg de amostra de solo em
vasos plasticos, para posterior fertilizagiio com macro (50 mg kg™ de P-KH,PO,,
20 g kg de S-(NH,),SO,, 18 mg kg” de N-(NH,),SO,, 63 mg kg? de K-
KH,PO) e micronutrientes (0,1 mg kg™ de Mo-HMoO.H,0, 5 mg kg de Zn-
ZnS0,4.7H;0, 1,5 mg kg de Cu-CuCl,2H;0, 0,5 mg ke de B-H;BO;); ¢)
incubac8o por 7 dias, antes do transplante do feijoeiro cv. Carioca (uma planta
por vaso). Essas plintulas foram obtidas apés germinacio das sementes
desinfectadas (3 min em alcool 70% e 3 min em solugdo de hipoclorito de sédio
1%, conforme Andrade e Hamakawna, 1994), em papel de filiro a 28°C por 24
horas.

O inéculo de fimgo MA foi preparado coletando-se esporos das amostras
de solo dos diferentes sitios de estudo, pelo método do peneiramento Vimido
(Gerdemann e Nicolson, 1963). Desta suspenso, separaram-se 200 esporos por
amostra, os quais foram aplicados abaixo das raizes das plantulas de feijoeiro. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente ao acaso, com
aplicagdo de 15 tratamentos com as amostras de solo dos sitios de estudo (7 da
regiiodecampqe8daregi§odeserra),maismnn'atamentoconu'ole,sem
adicdo de esporos, com trés repeti¢des por tratamento. Em vasos adicionais,
foram aplicados 200 esporos de Glomus etunicatum Becker & Gerdemann
obtidos de vasos de cultivo com Brachiaria decumbens, para servir como
referéncia de eficiéncia. Apés trés dias, aplicou-se 1 mL de inéculo de rizébio
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(1,7 x 10" células de rizobio BR322/CIAT899, R. tropici) por vaso, em todos os
tratamentos. Este indculo foi preparado apds cultivo das células em meio TY sob
agitacdo por trés dias a 28°C.

Rmhzou-se uma _adubagdo foliar ta‘o;ug_j..__ge;_sulm_fems\o
amomacal e coletaram-se as plantas apos 51 dJas do transplantio, quando no

e e H»H___/*b

ﬂ
micio do ﬂomcw Detemunamm—se a matéria_seca da parte
w
_aérea, matéria fresca das raizes e W@W
Poucos nédulos foram obtidos, a maioria em plantas inoculadas com
esporos de G. etunicatum, sem atividade da nitrogenase. Um ensaio comparando
a eficiéncia da estirpe tipo de R #ropici BR322/CIAT899 com o isolado de
rizobio UFLAI127, eficiente para feijoeiro (Pereira et al., 2000), nio mostrou
«—-‘_-. /“v
diferenca na producdo de matéria seca da parte aérea ena nodula o, indicando
que a baixa nodulagio obtida pode estar relacionada a0 emprego de substrato
previamente fumigado com brometo de metila, o qual pode reduzir o inibira
nodulagio (Kishinevsky et al., 1992) e, ou, & dose de aproximadamente 36 kg

“ha’de N acrescentada via sol (Hungria, Vargas e Araitjo, 1997). Apesar dist::a,\‘:l_~
substrato utilizado ndo prejudicou o efeito dos fungos MAs na simbiose com o
i e e -~ ————

feijoeiro, permitindo os estudos de eficiéncia destas populagdes.

Todos os resuttados foram submetidos & analise de varidncia pelo teste F,
com comparagdo de médias por Duncan a 5% de significincia, utilizando-se o
programa estatistico SANEST (Zonta, Machado e Silveira Jimior, 1984).
Porcentagem de colonizagdo radicular foi submetida & transformagio arc sen
[ -M_“_,-———\

B C——
5 (rmz quadrada de xllOO) e niamero de esporos & transformagdo raiz quadrada de
X, antes das anahs&s s 1
—K—-
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3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 Quantificaciio da populagiio de fungos MAs

Micélio extrarradicular

Os valores de MEA & MET obtidos das amostras de solo coletadas no
mvemo e verdo, indicam efeitos das estratégias de reabilitacio (Tabela 1). Para
as amostras coletadas no inverno, os maiores valores de MEA foram obtidos no
sitio E3 do campo e nos sitios Bl4 e BG2 da serra, cujos valores nio diferiram
estatisticamente daqueles apresentados pelas édreas-referéncia (RF) do campo e
serra. O MEA esti diretamente relacionado 3 capacidade de absorgdio e
translocacdo de nutrientes para a planta (Beever ¢ Bums, 1980), enquanto o
MET pode estar mais envolvido com a agregacdo do solo, visto os resultados
obtidos por Miller e Jastrow (1992a,b). A anilise do MEA destacou o efeito
negativo da mineragio (menores valores encontrados nos sitios recém-minerados
domnmoesena(RM))edlscnmmouoefenodasdlfemﬁuateg:asde
reabilitagdo. Os menores valores de MET foram obtidos nos sitios RM, CA4 e
BCG10 do campo ¢ RM da serra, confirmando o efeito negativo da mineragio
no crescimento de micélio fiingico, e concordando com Kabir et al. (1997,
1998), os quais verificaram reducio no MEA e MET de fungos MAs em solos
revolvidos. Os maiores valores foram obtidos nos sitios RF, BCG19, E16 ¢ E3
do campo e sitio M18 da serra, com valores semelhantes (campo) ou superiores
aqueles das dreas-referéncia (serra). Estes resultados mostram o efeito positivo
do tempo de reabilitagsio, principalmente nos sitios do campo, no anmento de
micélio fimgico no invemo.
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TABELA 1. Comprimento de micélio extrarradicular ativo (MEA) e total
(MET) de fungos das amostras de solo coletadas no inverno e

verao.
Sitios Invemo ; Verdo
MEA MET MEA .. MET
mg" de solo
Campo ‘
RM-BG* 0,03b 0,48¢ 0,71a 13,05¢
E3 0,17a 10,76ab 0,08b 15,82¢
CA4 0,06ab 7,01bc 0,59ab 25,31bc
BCGI10 0,12ab 7,64bc 0,47ab, 47,092
El6 0,07ab 11,81ab 0,076 14,59
BCG1¢9 0,09ab 11,47ab 0,46ab 41,17ab
RF 0,10ab 17,68a 0,61a 25,42bc.
Serra
RM-GG* 0,01b 0,27¢ 0,20b - 9.85¢
BG2 0,11a 10,68b 0,53b 32,39
BCG6 0,08ab 10,46b 1,87a 60,10a
M10 0,08ab 18,87b 0,32b 39,64b
Bl4 0,11a 20,34b 1,04ab 43,69ab
Elé6 0,01b 11,370 0,26b 46,07ab
Ml 0,04ab 32,88a 0,12b 35,92b
RF 0,06ab 18,21b 0,14b 32,53b

* Para o inverno, considerar RM no lugar de RM-BG ou RM-GG. Campo: RM-
BG recém-minerado e com braquiiria e feijio-gnande com 6 meses; E3
cucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-
gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19
anos. RF referéncia, sem alteragSes antrépicas. Serra; RM-GG recém-minerado
¢ com capim-gordura e feijio-guandu 6 meses; BG2 braquidria e guandu 2 anos;
BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos; B14
bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18
anos, RF referéncia. Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem
estatisticamente por Duncan a 5% de significancia.

Os valores de MEA e MET nas amostras de solo coletadas no verdo
foram bem superiores aqueles das amostras coletadas no inverno. Este resultado
pode ser devido ao efeito das maiores temperaturas e umidades registradas no
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verdo (Tabela 1 do capitulo 2) e, ou, ao préprio efeito da reabilitagio,
estimulando o desenvolvimento destes propagulos no solo (Braunberg, Abbott e
Robson, 1996; McGonigle e Miller, 1999). A ltima hipdtese pode ser
confimada principalmente pelos maiores valores de MEA e MET dos sitios
RM-BG do campo ¢ RM-GG da serra (sitios recém-minerados) no verdio, em
inicio do processo de reabilitagio, com aproximadamente 6 meses da semeadura
de braquidria e feijio-guandu, quando comparados aos dos sitios RM no
inverno, '

No entanto, para as amostras coletadas no verdo, o MEA foi pouco
discriminatério dos sitios do campo e serra (Tabela 1), com maior valor para o
sitic BCG6 da serra. Resultados do MET indicaram novamente o efeito negativo
da mineragiio, visto os menores valores Para os sitios recém-minerados (RM-BG
¢ RM-GG) e aqueles sitios do campo com eucalipto. Os maiores valores foram
obtidos nos sitios em reabilitagio BCG19 ¢ BCG10 do campo ¢ E16, Bl4 ¢
BCGS6 da serra, com valores superiores aos apresentados pelas ireas-referéncia
(RF). Este resultado mostra o efiito positivo da utilizagdo de bracatinga como
estratégia de reabilitagdo, a qual contribuiu para os maiores valores de MET nas
duas épocas de amostragem de solo.

A diferenga de comportamento da variavel MET entre os sitios E16 do
campo e E16 da serra, ambas com eucalipto de aproximadamente 16 anos de
idade, pode estar relacionada ao manejo diferenciado aplicado no campo e serra,
onde na serra, pela presenca de um sub-bosque desenvolvido e maior
diversidade vegetal, poderia haver maior variabilidade de exsudatos radiculares,
estimulando o crescimento micelial (Bécard e Piché, 1989; Bécard, Douds e
Pfeffer, 1992).
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Niimero total de esporos e mimero mais provével de propagulos

A tabela 2 mostra o mimero total de esporos em amostras de solo
coletadas no invemo e verdo e em vasos-armaditha apés multiplicagio por 13
meses em casa-de-vegetagdio, e 0 nimero mais provavel de propagulos de fimgos
MAs nestas amostras. Houve eftito das estratégias de reabilitacio no numero
total de esporos de fungos MAs nas amostras de solo coletadas em ambas as
estagoes, cujos resultados se encontram na tabela 2. |

Com excegdo dos sitios RF e E16 do campo éBl4 e M18 da sema, a
maioria dos sitios apresentou niimero igual on maior de esporos no verdo do que
no invemo, fato também observado para MEA e MET. Menores valores de
nimero de esporos no verdio, em alguns sitios, podem estar relacionados a
sucess3o vegetal, com o crescimento de espécies menos micotroficas (Francis e
Read, 1994), contrariando as proposi¢des de Janos (1980) e, ou, as condigdes
climaticas desfavoraveis para algumas espécies de fungos MAs.

Para as amostras coletadas no invemno, o mimero total de esporos
apresentou baixa capacidade discriminatéria das estratégias de reabilitagio no
campo, indicando somente o efeito pegativo da mimera¢do no sitio recém-
minerado. Para a serra, 0 menor valor foi também para o sitio recém-minerado
(RM), enquanto alguns sitios (BCG6 e MI8) atingiram valores
significativamente iguais aos da rea referéncia (RF), mostrando o eféito
positivo da reabilitacdo nesta variavel.
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TABELA 2. Numero total de esporos e mimero mais provavel (NMP) de
propagulos de fungos MAs em amostras de solo dos sitios de
estudo e apos multiplicagdo em vasos-armaditha (VA).

Sitios Invemo Verdo VA* NMP
Esporos 50 mL™ de amostra de solo p®g" solo
Campo
RM 15,3b - 327 7,5
RM-BG - 67,0cd 280 3133
E3 125,9a 120,7bc 218 11,4
CA4 120,6a 239,92 546 106,3
BCG10 225,32 217,8ab 225 2404
Elé6 95,1a 40,84 1708 4,5
BCG19 136,92 261,3a 983 621,7
RF 150,92 76,5¢d 101 42,5
Serra
RM 4,1d - 952 0
RM-GG - 75,1b 2979 393
BG2 128,5¢ 225,9ab 112 157,9
BCG6 298,7ab 383,7a 230 1154
M10 125,4¢ 208,0ab 236 102,6
Bl4 212,4bc 149,3b 303 25,1
El6 161,7¢ 178,2ab 222 50,6
M18 405,0a 181,2ab 486 22,7
RF 412,3a 391,3a 419 11,2

Campo: RM recém-minerado e nio reabilitado; RM-BG recém-minerado e com
braquiaria e feijio-guandu com 6 meses; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-
azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16
anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragdes
antrépicas. Serra: RM recém-minerado e n3o reabilitado; RM-GG recém-
minerado ¢ com capim-gordura e fetjio-guandu 6 meses; BG2 braquiaria e
guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas
10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e
espécies nativas 18 anos; RF referéncia. Médias seguidas por letras distintas na
coluna diferem estatisticamente por Duncan a 5% de sigpificincia. * Sem
repeticdo.

No verdo, os maiores valores foram obtidos nos sitios BCG19, CAd e
BCG10 do campo e RF e BCG6 da serra, embora estes iltimos sé diferissem dos
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sitios B14 ¢ RM-GG. Portanto, houve efeito positivo da reabilitagio no nimero
de esporos, principalmente das estratégias que envolvem a utilizagdo de
cobertura vegetal com gramineas e bracatingas em estidio avangado de
deseavolvimento. Os menores valores foram dos sitics RM-BG, RF, E16 e E3
do campo e B14 e RM-GG da serra, confirmando o efeito negativo da mineragiio
e do plantio de eucalipto nas areas do campo. Embora nio se possa generalizar,
baixo mimero de propagulos de fungos MAs em solos com eucalipto foi também
verificado por Malajczuk et al. (1981), Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira
(1989), Souza (1997) e Mehrotra (1998), indicando o eféito diferenciado de
espécies vegetais na esporulagdo destes microrganismos.

ArednéodospropégtﬂosdeﬁmgosMAs(mioélioextramdiculare
esporos) devido & mineragio e revolvimento do solo pode ser devido a
substituigdo da camada superficial do solo original por material de solo de
horizontes com baixo potencial de inéculo (White, Munn e Williams, 1989); a
duracio do armazenamento da camada superficial do solo retirada antes da
mineragdo (White, Munn e Williams, 1989; Jasper, 1994); a exposigio dos
propagulos a altas temperaturas e baixa umidade através do revolvimento
(Douds et al., 1995; Braunberg, Abbott e Robson, 1996); a destruigio fisica dos
propagulos, principalmente da rede micelial (Jasper, Al'.:l;)ott e Robson, 1992); a
remogdo da cobertura vegetal (Bécard e Piché, 1989; Bécard, Douds e Pfeffer,
1992), entre outros. A reducio do potencial de inéculo de fimgos MAs pode
comprometer a revegetacdo nesses solos, os quais apresentam sérias limitagdes
para o desenvolvimento das plantas.

Com relagio ao mimero total de esporos obtidos dos vasos-armadilha
apés multiplicagdo, verificou-se que, com excegdo das amostras de solo dos
sitios BCG6 e BG2 da serra, nos quais houve uma pequena redugio, os demais
sitios apresemtaram nimeros iguais ou superiores ds amostras originais.
Destacaram-se as amostras dos sitios RM (oo reabilitado) e E16 do campo, RM
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(@do reabilitado) e RM-GG da serra, mas quais se observou esporulagio
abundante. Este resultado é importante POr mostrar que mesmo com a atividade
de mineragdio, os esporos se mantém vidveis e com potencial de multiplicagio
caso as condigdes sejam adequadas. A mesma explicagiio poderia ser usada para
o sitio E16 do campo (eucalipto 16 anos), o qual apresentou baixo niimero de
esporos e micélio, e no qual poderia haver esporulacdo in situ caso houvesse
condicSes adequadas, principalmente através do desenvolvimento de gramineas
no sub-bosque.

PalaoNMPdepmpégulosdeﬁmgosMAs, 0s maiores valores foram
obtidos nos sitios RM-BG, BCG19 e BCG10 do campo e sitios RM-GG, BCG6
e BG2 da serra, e os menores nos sitios RF, E16 e E3 do campo e RF, B14, M18
e RM-GG da serra. Verificou-se, portanto, efeito positivo de vérias estratégias
de reabilitacio na produgio de propagulos de fingos MAs, principalmente -
aquelas utilizando braquisria, capim-gordura e bracatinga, embora nio tenha
sido registrado efeito do tempo de reabilitago.

Colonizagfio micorrizica de amostras de raizes coletadas in situ e de
feijoeiro e caupi em vasos (bioensaio)

Houve efeito significativo das estratégias de reabilitagio nesta variavel,
cujo comportamento pode ser visto na tabela 3.

Os valores obtidos para colonizagio micorrizica de espécies in situ
foram semelhantes aos encontrados por Souza (1997). Diferentemente do
observado por Walland e Allen (1987) em solos de mineracdo de carvio, no
presente estudo esta varidvel discriminou os sitios de estudo no campo e serra,
com os menores valores para plantas coletadas nos sitios RF e E16 do campo e
sitio RM-GG da serra,
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TABELA 3. Porcentagem de colonizagio micorrizica de raizes de espécies
coletadas in situ e de feijoeiro e caupi (bioensaio) cultivados em
amostras de solo dos sitios de estudo, coletadas no vergo.

Sitios Colonizagdo radicular
Espécies in situ Feijoeiro : Caupi
%
Campo
RM-BG 4 58ab i 23¢
E3 4 25¢ 26¢
CA4 21 64a 69a
BCG10 10 55ab ‘ 45b
E16 1 45be 21c
BCG19 0 40cd 3%
RF 2 28de 38b
Serra
RM-GG 2 25e 40b
BG2 5 59abc 35b
BCG6 11 54bed 31b
M10 26 75a 63a
B14 21 40cde 31b
El6 8 35de 34b
Mi8 11 61lab 48ab
RF 7 46bed 44)b

Campo: RM-BG recém-minerado e com braquisria e feijio-guandu com 6
meses. E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e
capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-
gordura 19 amos; RF referéncia, sem alteragbes antrpicas. Serra: RM-GG
recem-minerado ¢ com capim-gordura e feijdo-guandu 6 meses; BG2 braquiiria
¢ guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies
nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga
¢ especies nativas 18 anos; RF referéncia. Médias seguidas por letras distintas na
coluna diferem estatisticamente por Duncan a 5% de significincia.

Virias estratégias de reabilitacdo contribuiram pg}a que plantas coletadas
in situ apresentassem coloniza¢dio micorrizica maior que aquelas das areas-
referéncia (sitio CA4, BCG10 ¢ BCG19 do campo ¢ MI0 ¢ Bl4 da serra),
principalmente aqueles sitios reabilitados com bracatinga. No entanto, a
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reabilitacio com eucalipto no campo (E16) mostrou efeito negativo nesta
variivel, apresentando também menor mimero total de esporos e MET, como
discutidos anteriommente. Isto concorda com as observacdes feitas por Siqueira,
Colozzi-Filko e Oliveira (1989) em diferentes agro e ecossistemas, no estado de
Minas Gerais, por Souza (1997) em solos minerados de Pogos de Caldas (MG) e
por Mehrotra (1998) em solos minerados da india cobertos com eucalipto. Este
resultado indica que o eucalipto (E. saligna) ndo é um bom hospedeiro para
fungos MAs e sua utilizagfio na revegetagdo de solos minerados pode reduzir a
populagdo destes microrganismos, em manejo inadequado (ex. plantio adensado
e homogéneo).

Os valores de colonizagio micorrizica obtidos nos experimentos com
espécies de feijoeiro e caupi (bioensaio) foram bem superiores aqueles
apresentados pelas plantas coletadas in situ, provavelmente devido 3 remogio de
fatores supressivos do solo pela corregiio de sua fertilidade antes da semeadura
das plantas (Smith e Read, 1997) ou devido as diferengas de micotrofismo entre
asospécicsvegetaisuﬁﬁmdas.Eslaconeciodaferﬁﬁdadedosolofezcomque
se obtivesse correlagio significativa somente entre colonizacio radicular de
plantas coletadas in sifu e caupi cultivado em amostras de solo do campo
(r=0,93**). Para o campo, a maior porcentagem de colonizagdo micorrizica das
espécies de plantas-isca foi obtida quando cultivadas em amostras de solo do
sitio CA4, e as menores nos sitios com eucalipto (E16 e E3). Na serra, os
maiores valores foram obtidos nos sitios M10 e M18, ¢ os menores nos sitios
E16, B14 e RM-GG, confirmando novamente o efeito negativo da estratégia de
reabilitacio com eucalipto (E. saligna) nas populagdes de fungos MAs.

Néo se obtiveram correlagdes significativas entre NMP e MEA, MET,
nimero total de esporos e colonizagio das espécies coletadas in situ,
concordando com os resultados obtidos por Allen e Allen (1980) em solos de
mineragdo de carvio mos EUA e por Diaz e Honrubia (1993) solos
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minerados da Espanha. Incluindo o nimero de esporos presentes, o potencial de
inéculo de fungos MAs pode depender de varios outros fatores como genotipo
da planta hospedeira (grau de micotrofia), fatores edaficos (como teor de argila,
o qual interfere negativamente na esporulagdo, segundo Allen e Allen, 1980) e
atividade microbiana nos solos (competi¢do). A mﬂuéncié? do hospedeiro pode
ser confirmada nos sitios do campo com eucalipto, nos quféis os baixos valores
do NMP concordaram com os valores de MET, numero total de esporos de
fungos MAs e porcentagem de colonizagdo radicular. Esse resultado confirma o
efeito negativo do eucalipto (E. saligna) nos propagulos de fungos MA, cujo
emprego deve ser feito com manejo adequado (ex. utilizagio de maior
espacamento, enriquecimento vegetal do sub-bosque, etc.), quando se objetiva

reabilitagio da parte microbioldgica desses sistemas.

Espécies de fungos MA

A figura 2 mostra as espécies encontradas nos sitios de estudo. Foram
obtidas 6 espécies de fungos: Gigaspora sp.1, Gigapora sp.2, Glomus occultum
Walker, Entrophospora colombiana Spain & Schenck, Acaulospora
scrobiculata Trappe e Glomus sp.1. Este nimero de espécies foi semelhante ao
encontrado por Kieman, Hendrix ¢ Maronek (1983) em solos minerados dos
EUA (8 espécies), igual ao obtido por Mehrotra (1998) em solos de mineragédo
de carvio na india e inferior aqueles obtidos por Souza (1997) em solos de
mineragio de bauxita em Pogos de Caldas (11 espécies) e por Raman et al.
(1993) em solos de mineragdo de magnesita na india (13 espécies), reflexo de

diferentes condi¢des edaficas, climaticas e cobertura vegetal.
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FIGURA 2. Espécies de fungos MAs obtidos das amostras de solo dos sitios de
estudo. Observagdes em aumento de 200 ou 400x.
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O efeito das estratégias de reabilitagio nas espécies de fungos MAs
obtidas de amostras de solo coletadas no inverno, verdo e, apés multiplicagio em
vasos-armadilha, pode ser visto nas figuras 3 e 4, respectivamente para amostras
de campo e serra.
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FIGURA 3. Numero de esporos de fungos MAs por espécie, obtido de amostras
de solo dos sitios de estudo do campo, coletadas no inverno, verdo e
apos multiplicagdo em vasos-armadilha. RM-BG recém-minerado e
com braquiaria e feijdo-guandu com 6 meses; E3 eucalipto 3 anos;
CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10
anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19
anos; RF referéncia, sem alteragdes antropicas.
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FIGURA 4. Numero de esporos de fungos MAs por espécie, obtido de amostras
de solo dos sitios de estudo da serra, coletadas no invemno, verio e
ap6s multiplicagio em vasos-armadilha. RM-GG recém-minerado e
com capim-gordura e feijio-guandu 6 meses; BG2 braquiaria e
guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10
espécies nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16
anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos; RF referéncia.

Excetuando-se Glomus sp.1, em amostras de solo da serra coletadas no
verdo, ndo se verificou efeito do tempo de reabilitagdo nos demais tipos. Isto
indica que o efeito das diferentes estratégias de reabilitagio é maior na
populagdo de fungos MAs dos solos minerados do que o tempo de reabilitacio.
Para as amostras coletadas no inverno, somente os sitios recém-minerados RM)
do campo apresentaram perda das espécies (reducdo da riqueza) Gigaspora sp.1
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e Glomus occultum, enquanto no verdo, verificou-se menor riqueza nos sitios
recém-minerados (RM-GG) e E16 da serra (eucalipto. 16 anos). As espécies
perdidas no verdo foram Gigaspora sp.2 no sitio E16 e sitio recém-minerado
(RM) da serra, Gigaspora sp.1, Glomus occultum e Entrophospora colombiana
nos sitios recém-minerados do campo e serra (RM). Este resultado indica o
efeito negativo da mineragfio na diversidade de fungos MAs e concorda com o
obtido por Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira (1989) estudando o efeito do
cultivo do solo na selegio de espécies de fungos MAs, e por Douds et al. (1995),
avaliando o impacto do revolvimento nos propagulos de fungos MAs no solo.

Néo houve perda de riqueza ou espécies nos demais sitios quando
comparado as areas-referéncia, indicando que os sitios estio em processo de
reabilitagdo. No entanto, em todos estes sitios, inclusive nas areas-referéncia,
verificou-se dominéncia de espécies em ambas as épocas. No invemo, 69,8% do
total de esporos coletados dos sitios de estudo pertenceram ao género Glomus
Tulasne & Tulasne, 8,4% ao Gigaspora Gerdemann & Trappe emend. Walker &
Sanders, 10,5% ao Entrophospora (E. colombiana Spain & Schenck) e 11,3% ao
Acaulospora (A. scrobiculata Trappe). No verdo, observou-se a mesma
tendéncia: 66,5% pertencentes ao Glomus, 5,1% ao Gigaspora, 11,5% ao
Entrophospora e 16,9% ao Acaulospora. Portanto, a seguinte ordem decresceate
de dominincia ou freqiiéncia foi verificada nos solos estirdados para ambas as
épocas: Glomus > Acaulospora > Entrophospora > Gigaspora. O género
Glomus é considerado um dos mais freqientes nos ecossistemas (Stahl e
Christensen, 1982; Vestberg, 1995) e solos minerados (Souza, 1997; Mehrotra,
1998; Brundrett, Abbott e Jasper, 1999), apresentando baixa especificidade
ambiental.

A domindncia de espécies de fungos MAs foi: estudada por vérios
pesquisadores, sendo verificada dominincia de espécies de Acaulospora.
scrobiculata e Entrophospora colombiana em solos com pH menor que 6,5 e
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dos géneros Gigaspora e Glomus em solos com maiores valores de pH
(Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira, 1989; Mehrotra, 1998). Ainda, Douds et al.
(1995) verificaram maior freqiiéncia de G. occultum em solos com pequeno
revolvimento ou ndo cultivado (oposto ao obtido neste trabalho e em Souza,
1997), e G. etunicatum e Glomus SPp. em solos revolvidos e cultivados,
confirmando o efeito diferenciado dessas praticas nas populagdes de fungos
MAs do solo.

Em resultados obtidos por Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira (1989)
diversos ecossistemas naturais no estado de Minas Gerais, e por Mehrotra (1998)
em solos minerados e revegetados da india, mostram que A. scrobiculata e E,
colombiana sdo espécies freqiientemente encontradas, indicando que estes
fungos possuem mecanismos especiais de adaptagio para sobreviverem as
variagbes nos fatores bidticos e abidticos, com baixa especificidade quanto 20
habitat. No entanto, a menor freqiiéncia de fungos do género Gigaspora nestes
solos possivelmente pode indicar que os mesmos apresentam exigéncias mais
especificas de hospedeiro-ambiente.

Para os vasos-armadilha, verificou-se domindncia de Glomus occultum
na maioria dos sitios de estudo, diferindo da domindncia do ecotipo Glomus sp.1
nas condicdes originais (verdo). Contrariamente, 0 comportamento dos tipos
Gigaspora sp.1, Entrophospora colombiana e Gigaspora sp.2 foi diferenciado
dos outros tipos, apresentando baixa esporulagdo nos vasos-armadilha e redugio
da riqueza na maioria dos sitios estudados. A utilizagio de amostras de solo dos
siﬁosdeesmdopamnmlﬁpﬁmﬁodewporosdeﬁmgosMAsnaﬁvosé
considerada um dos métodos mais eficientes, segundo Brundrett, Abboit e
Jasper (1999). No entanto, aparentemente, houve selegio dos fimgos MAs mais
competitivos presentes nas amostras de solo (ex. Glomus), ou daqueles mais
adaptados as condigSes de crescimento utilizadas, As diferencas de esporulacio
am'eosgmposdeﬁmgosMAspodemaindareﬂeﬁrgmndxdiferenqasnassuas
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estratégias de sobrevivéncia, cujos estudos sio importantes na sobrevivéncia e
formas de dispersdo nos solos minerados em reabilitagio. -

Com o mimero de esporos classificados por espécie, calculou-se o indice
de diversidade de Shannon-Weaver, cujos resultados estio na tabela 4.

TABELA 4. Indice de diversidade de Shannon-W&vér (") calculado pelas
espécies de fungos MAs por sitio de estudo, no inverno, verio e
apés multiplicagdio em vasos-armadilha (VA).

Indice de diversidade (H’)

Invemo Verdo VA
Campo
RM 0,9 0,5 0,9
RM-BG - 1,6 1,6
E3 1,6 1,5 1,5
CA4 1,5 1,4 1,3
BCG10 1,5 1,4 1,1
El6 1,4 1,5 0,6
BCG19 1,2 0,8 0,9
RF 1,5 1,4 . -1,4
Serra
RM 1,2 1,0 ) 0,2
RM-GG - 0,9 0,7
BG2 1,4 1,5 1,3
BCG6 1,3 14 1,2
M10 1,3 1,3 : 0,8
Bl4 1,2 0,9 1,1
El16 1,3 1,4 " 1,1
M18 1,2 1,1 0,8
RF 0,4 0,5 0,6

Campo: RM recém-minerado e nio reabilitado, RM-BG 'recém-minerado e com
braquiaria e feijio-guandu com 6 meses; E3 eucalipto: 3 anos; CA4 capim-
azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16
anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragoes
antropicas. Serra: RM recém-minerado e ndo reabilitado; RM-GG recém-
minerado e com capim-gordura e feijio-guandu 6 meses; BG2 braquiaria e
guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas
10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e
espécies nativas 18 anos; RF referéncia.
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Houve efeito positivo das estratégias de reabilitacdo na diversidade de
fungos MAs, com valores semethantes ou superiores aos apresentados pelas
areas-referéncia. Com excegdo dos sitios RM-BG e BCG19 do campo (maior e
menor valor de diversidade, respectivamente no veriio em relagdo ao inverno) e
Bl4 ¢ RM-GG da serra (menor valor no verio em relagdo ao invemo),
praticamente ndo se verificaram diferengas nos valores dos indices nas duas
épocas de amostragem de solo. O aumento do indice no sitio RM-BG do campo
¢ devido ao fatodomsmotersidocultivadooombmquﬁéﬁaefeij&o—gumdu,
entrando processo de reabilitacio quando da segunda amostragem. A
presenca de plantas estimula a esporulagio de fingos MAs e contribui para o
aumento de suz diversidade em solos minerados (Mehrotra, 1998). Este
comportamento ndo foi obtido no sitio recém-minerado da serra RM)
possivelmente pela menor fertilidade destes solos (Tabela 4 do capitulo 2), a
qual atua direta (Siqueira, Hubbell e Mahmud, 1984) ou indiretamente sobre os
Propagulos dos fungos através do menor desenvolvimento das plantas (Bécard,
Douds e Pfeffer, 1992; Mehrotra, 1998).

Comparando os valores do indice de diversidade de Shannon-Weaver
obtidos nas amostras de solo coletadas no verdio com os valores das amostras
apés 13 meses de multiplicaciio em vasos-armaditha, verificou-se que, com
excegdo do sitio RM (recém-minerado e ndo reabilitado do campo), ndo houve
aumento de diversidade em nenhum outro sitio com a utilizacio dos vasos-
armadilha. Pelo contrario, nas condicdes de multiplicagio, houve reducdo de
diversidade nos sitios BCG10 e E16 do campo, RM (recém-minerado e ndo
reabilitado da serra), M10, E16 e M18 da serra, com auséncia de esporulagio de
alguns tipos (A, C, E e G) e dominsncia de outros (B e FH). Este resultado
indica que, in situ e com condigdes semelhantes de esporulacdo, poderia nio
haveraumentodadiversidadedeﬁmgosMAs.Nomtanto,aUavésdauﬁlinﬁo
de vasos-armadilha, pdde-se verificar que se manteve o ganho de diversidade
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proporcionado pela reabilitagio dos solos, com a maioria dos sitios apresentando
valores iguais on superiores aos apresentados nas areas-referéncia.

Para aumentar a sobrevivéncia, diversidade e funcionalidade de fingos
MAs nos solos minerados pode-se optar pela inoculac,ﬁql(Silva, Souza e Franco,
1996; Saggin Junior e Lovato, 1999) e, ou, melhoria das condigGes edificas ou
de vegetagdo (Fox et al.,, 1991; Jasper, 1994). Alguns pesquisadores avaliaram a
eficiéncia simbidtica de fungos MAs nativos de solos minerados e, ou,
exogenos, e verificaram que os resultados nem sempre sdo satisfatérios e que
muitos estudos sdo ainda necessarios para indicagfio dos simbiontes adequados
para revegetagio destes solos, como demonstrado por varios pesquisadores em
diferentes situagSes (Totola, 1994; Diaz e Honrubia, 1995; Enkhtuya, Rydlova e
Vositka, 2000).

%‘%.2 Eficiéncia de populac¢des de fungos MAs

A tabela 5 mostra a matéria seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia de
populagdes de fungos MAs em feijoeiro através do indice relativo de producdo
em relacdo a testemunha ndo inoculada (IR-MSPA), e sua respectiva
colonizagdo micorrizica. Houve efeito significativo da inoculagdo de fimgos
MAs nativos de cada sitio na produgdio de MSPA e colonizagiio micorrizica do

O efeito positivo das populagies de fingos MAs na MSPA foi
comprovado pelas correlagbes significativas entre esta varidvel e a colonizacdo
micorrizica do feijoeiro (r=0,88** para campo e r=0,73* para serra). Os maiores
indices relativos de producio de MSPA de feijoeiro foram obtidos com a
inoculagdio de esporos do sitio BG2 da serra e de sitios com bracatinga (BCG10
do campo e BCG6 da serra) e BG2 da serra, com valor$ acima dos observados
em plantas inoculadas com esporos obtidos das areas-referéncia (RF), e com
eficiéncia simbidtica semelhante a do fungo MA G. efunicatum (Figura 5).

133



TABELA 5. Matéria seca da parte aérea (MSPA), indice relativo de produgio de
MSPA (IR-MSPA) por feijoeiro inoculado com esporos de fungos
MAs nativos dos sitios de estudo e respectiva  colonizagdo

micorrizica.

MSPA IR-MSPA Colonizagio micorrizica

g planta™ %
Campo
RM-BG 1,04b 122,4 26b
E3 0,85b 100 0d
CA4 0,59 69,4 8¢
BCG10 1,74a 204,71 47a
El6 0,35b 100 0d
BCG19 0,83b 97,6 11c
RF 0,32b 96,5 od
Serra
RM-GG 0,99¢ 116,5 Oc
BG2 3,63a 427,1 453
BCG6 2,54b 298.8 64a
M10 1,23¢ 144,7 48a
Bl4 0,99¢ 116,5 Oc
El6 1,14¢ 134,1 Oc
Mi18 1,35¢ 158,8 %
RF 0,82¢ 96,5 0c
T 0,85 100 0
GE 3,47 408,2 22

IR-MSPA: produgio de MSPA em relagio & produgdo pela testermmha @,
considerada 100. Campo: RM-BG recém-minerado e com braquidria e feijao-
guandu com 6 meses; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10
bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e
capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragOes antropicas. Serra; RM-GG
recém-minerado e com capim-gordura e feijdo-guandu 6 meses; BG2 braquidria
e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies
nativas 10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga
e espécies nativas 18 anos; RF referéncia,

T (testemunha, sem inoculagiio) ¢ GE (inoculado com Glomus etunicatum).
Meédias seguidas por letras distintas na cohma diferem estatisticamente por
Duncan a 5% de significincia.
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FIGURA 5. Feijociro inoculado com populagdes eficientes de fungos MAs
nativos de sitios do campo (A) e serra (B), comparado com a
inoculagio de Glomus etunicatum (Ge) e testemunha sem
inoculagiio (T). Campo: RM-BG recém-minerado e com braquiaria e
feijio-guandu 6 meses; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos.
Serra: BG2 braquidria e guandu 2 anos; BCG6 bracatinga ¢ capim-
gordura 6 anos; M18 bracatinga e espécies nativas 18 anos.

Apesar das semelhangas de MSPA, através do IR-MSPA pdde-se
discriminar os efeitos diferenciados das estratégias de reabilitagdo, sendo
positivas na selegio de populagdes de fungos MAs eficientes para o feijoeiro
aquelas que envolvem a utilizagdo de gramineas (BCG10-capim-gordura, RM-
BG e BG2 braquiria) e bracatingas (BCG10, BCG6, M18, M10). Houve
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incremento de 198,8 e 327,1% na produgdo de MSPA (em relagdo a testemunha
ndo inoculada), quando o feijoeiro foi inoculado com esporos de fungos nativos
dos sitios B6 e BG2 da serra, respectivamente. Verificaram-se ainda, maiores
valores de colonizagdo micorrizica em plantas inoculadas com esporos coletados
em amostras destes sitios, com destaque para aqueles com bracatinga, a qual é
considerada eficiente na recuperagdo da fertilidade e microbiota do solo, devido
a grande produgdo de serapilheira e incorporagio de N ao solo, quando em
simbiose com rizébio (Maschio, Maceda e Ramos, 1990, Maschio, Scalzo e
Gaiad, 1992).

4 CONCLUSOES

A reabilitagio dos solos minerados utilizando gramineas e bracatingas
como estratégias promove aumento do potencial de inéculo e diversidade de
fungos micorrizicos arbusculares, com surgimento de populacbes de alta
eficiéncia simbiética em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L). No entanto, a
reabilitacio utilizando eucalipto (E. saligna), em plantio adensado e homogéneo,
tem efeito negativo nas populagdes de fungos MAs, com redugio no numero de
esporos, micélio extrarradicular ativo e total e capacidade de colonizagio
micorrizica. |

A seguinte ordem decrescente de freqiiéncia de fungos MAs foi
encontrada nos solos das areas mineradas: Glomus sp. > Acaulospora
scrobiculata > Entrophospora colombiana > Gigaspora sp.

O efeito da cronosseqiiéncia 'de reabilitagdo na populacio de fungos
MAs somente ocorreu para micélio extrarradicular total, indicando que as
estratégias de reabilitacio dos solos sdo mais importantes que a idade de
reabilitagio na populacdo destes microrganismos.
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CAPITULO 5

|
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4

BACTERIAS DIAZOTROFICAS E FUNGOS MAs COMO
INDICADORES DA REABILITACAQ DE SOLOS EM AREAS DE
MINERACAO DE BAUXITA

t

RESUMO

MELLONL R. Bactérias diazotrificas e fungos MAs como indicadores da
reabilitaciio de solos em ireas de mineracéio de bauxita. Lavras: UFLA,
2001. Cap. 5. 31p. (Tese - Doutorado em Solos e Nutrigdo de Plantas)”

As avaliagdes do impacto da mineraciio e de diferentes estratégias de
reabilitacdo tém sido feitas através do grau de cobertura do solo e diversidade
floristica. No entanto, a sua utilizaco é questionavel, vez que a reabilitacio
ocorrida na superficie pode nfio ser acompanhada pela reabilitagio do solo. Pela
diversidade e dindimica e por estarem continuamente mudando e se adaptando as
alteragbes ambientais, os microrganismos do solo podem representar indicadores
sensiveis de mudancas, apresentando grande potencial de utilizagio nestes
estudos. Dentre os grupos de microrganismos-chave de ecossistemas, destacam-
se os microrganismos diazotréficos e fungos micorrizicos arbusculares, os quais
possibilitam a mcorporagéo de N ao sistema, otimizam a absorgio de nutrientes
e agua, e contribuem para a agregacio do solo e sustentabilidade de
ecossistemas. Apesar destes grupos apresentarem potencial de utilizagio como
indicadores da qualidade do solo, nio ha estudos relacionando-os a reabilitagio
de solos minerados. No presente trabalho, discute-se a utilizagio destes
microrganismos na avaliagio de diferentes estratégias e cronossegiiéncias de
reabilitagfo de solos de mineragdo de bauxita, através da caracterizagdio in situ
da reabilitagdo e analises de agrupamento por dendogramas de similaridade e
componentes principais (PCA).

* Comité de Orientagdo: F4tima M.S. Moreira - UFLA (Oriéntadora), José Oswaldo
Siqueira - UFLA
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NITROGEN FIXING BACTERIA AND AM FUNGI AS INDICATORS
OF SOIL REHABILITATION IN BAUXITE MINING AREAS

ABSTRACT

MELLONI, R. Nitrogen fixing bacteria and AM fungi as indicators of soil
rehabilitation in bauxite mining areas. Lavras: UFLA, 2001. Chap. 5.
31p. (Thesis - Doctorate in Soil and Plant Nutrition)”

The evaluations of mining impact and of different rehabilitation
strategies have been done through soil covering indexes and plant diversity.
However, its utilization is uncertain, because the rehabilitation occurred on soil
surface may not be followed by soil rehabilitation. The soil microorganisms are
very changeable and adaptive to environmental alterations, so that they can be
used as indicators of these changes, showing high potential for these studies.
Among the key microbial groups in ecosystems, the diazotrophic bacteria and
‘AM fingi are very important, becausetheyareinvolvedinnitrogal
incorporation to systems, increase of nutrient and water absorption by plants,
and contribution to soil aggregation and ecosystem sustainability. Despite these
groups present high potential to be used as soil quality indicators, there are no
studies related to rehabilitation of bauxite mining soils. In this work, the
utilization of these microorganisms for the evaluation of different rehabilitation
strategies and chronossequences was discussed, the evaluation being done
through in situ characterization of rehabilitation, and similarity dendograms and
principal component analysis (PCA) methodologies.

* Guidance Committee: Fatima M.S. Moreira - UFLA (Major Professor), José Oswaldo
Siqueira - UFLA
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1 INTRODUCAO

A degradagio causada pela mineragio resulta do impacto do
revolvimento e retirada do solo, da perda de vegetagio e de formas de vida
subterrdnea, além da oxidagfio da matéria orgénica, alteragSes nas propriedades
fisicas do solo e perda da atividade biolégica (Fresquez, Aldon e Lindermann,
1986; Franco et al., 1995).

A revegetagdo é a principal pratica para recompor e proteger o solo,
evitando a poluigiio das dguas, promovendo o fluxo ‘de energia e nutrientes no
ecossistema (Siqueira et al., 1994) e o retorno da vida selvagem (Griﬁth, 1980).
O grau de sucesso da reabilitacdo ¢ extremamente varidvel em fingdo das
condi¢des fisicas, quimicas e biologicas do local e das estratégias adotadas. no
processo. A porcentagem de cobertura vegetal e a diversidade floristica, que sio
expressdes da estrutura e organizagao bioldgica dos ecossistemas, como também
a fauna silvestre, tém sido empregadas como indicadores do grau de reabilitagio
da drea (Brower e Zar, 1977). Estes parimetros, além de outros, sio de fato
indicadores da complexidade e estabilidade do novo ecossistema, mas a
adequabilidade de sua utilizacfio nos estudos de reabilitagio de solos minerados
€ questionavel, uma vez que pode niio haver relac3o entre caracteristicas da
vegetacdo e a reabilitagdo do solo (Skouse, Johnson e Garbutt, 1994; Ruivo,
1998).

No entanto, variaveis microbiologicas do solo sdo sensiveis as alteragdes
do ambiente subterraneo, as quais s3o induzidas pelas alteragdes ocorridas acima
da superficie, como a presenga, tipo e diversidade de vegetacdo. Como a
vegetagdo e seus efeitos sobre o solo alteram com a idade do ecossistema ou
tempo de reabilitacdo, estas variaveis poderdio constituir-se bons indicadores da
reabilitacio. Assim, pela diversidade e dindmica e por estarem continuamente
mudando e se adaptando as alteragdes ambientais, os microrganismos

145



representam indicadores sensiveis a mudangas no solo, oriundas de alteracdes no
seu manejo (Doran e Zeiss, 2000; van Bruggen e Semenov, 2000), e também no
tipo de cobertura vegetal (Prasad, Basu e Behera, 1994).

Dentre os grupos de microrganismos considerados chave para o
desenvolvimento ecofimcional dos ecossistemas, destacam-se as bactérias
diazotroficas e fingos micorrizicos arbusculares, Estes microrganismos podem
aumentar a capacidade das plantas hospedeiras sobreviverem em condicoes
adversas ou sub-Gtimas, incorporando nitrogénio (Bashan e Holguin, 1997;
Franco e Faria, 1997), otimizando a utilizacio de nutrientes e dgua (Abbott e
Robscn, 1991; Smith e Read, 1997), contribuindo para a estruturagiio do solo
(Oades, 1993; Tisdall, 1994) e para a estabilizagio e sustentabilidade do
ecossistema (Johnson e Pfleger, 1992; Franco e Faria, 1997).

-Apesar destes grupos-chave de microrganismos apresentarem potencial
-de utilizacio como indicadores da qualidade do solo (Doran e Zeiss, 2000; van
Bruggen e Semenov, 2000), nio ha estudos relacionando-os 3 qualidade ou
reabilitacdo de solos minerados. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
verificar o potencial de utilizagiio de varidveis microbiolégicas relacionadas a
fingos micorrizicos arbusculares e bactérias diazotréficas como indicadores de
reabilitacio na avaliagio de areas de mineragio de bauxita, submetidas a
diferentes estratégias e idades de reabilitacio.

2 MATERIAL E METODOS
Os sitios de estudo pertencem a empresa de mineracio ALCOA
Aluminio S/A, localizada no municipio de Pogos de Caldas (MG). A descrigio

dos sitios e forma de amostragem dos solos sob diferentes estratégias e
cronosseqiiéncias de reabilitagio se encontram no capitulo 2. As amostragens de
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solo para estudo das populagdes de rizbbios, fingos MAs e diazotréficos
endofiticos foram realizadas em margo de 1999 (verdo), excetuando-se aquelas
para estudos do niimero mais provavel de propagulos de fimgos MAs, as quais
foram realizadas em dezembro de 1999 (primavera). -

Neste capitulo, as seguintes varidveis microbiologicas foram estudadas,
com resultados discutidos nos capitulos 2, 3 e 4, respectivamente:

a) Rizdbios: utilizagdo de caupi cv. Mulato (Vigna unguiculata L. Walp)
como espécie de planta-isca para estudos de nodulagio (mimero, matéria fresca e
atividade de nddulos radiculares, segundo Dilworth, 1966); indice de
diversidade de Shannon-Weaver (Shannon e Weaver, 1949) dos isolados
obtidos. :

b) Diazotroficos endofiticos: densidade de Azospirillum spp., A
amazonense e Herbaspirillum spp. obtida através da diluicio de amostras de
solo e meios semi-solidos NFb (Débereiner, 1980), Fam (Magalhies, 1983) ¢
JNFb (Baldani et al., 1992).

¢) Fungos MAs: comprimento de micélio extrarradicular ativo (MEA) e
. total (MET) de fungos (Melloni e Cardoso, 1999); mimero total de esporos
(Gerdemann e Nicolson, 1963); de espécies (Morton, Bentivenga e Wheeler,
1993); indice de diversidade de Shannon-Weaver (Shannon e Weaver, 1949) das
das espécies obtidas; nimero mais provavel de propagulos (Souza e Guerra,
1998) e colonizagdo micorrizica de plantas coletadas in situ e de caupi, no
bioensaio (Phillips e Haymann, 1970; Giovanetti ¢ Mosse, 1980).

Para avaliagdo da reabilitagdio in situ e calculo de um indice de reabilitagdo
dos sitios de estudo, utilizou-se uma planilha desenvolvida no Laboratério de
Microbiologia do Solo da UFLA e cinco avaliadores, com base em
caracteristicas de solo e vegetagio discutidlas em Romig, Garlynd e Harris
(1996). As notas foram calibradas com as areas-referéncia, sendo para estas
atribuidos os maiores valores. Assim, este indice foi calculado posteriormente &

147



atribui¢do de notas de O (pior) a 5 (melhor ou referéncia) para as seguintes
caracteristicas: a) solo (erosdo, pedregosidade e fauna), b) vegetacdo (indice de
cobertura, indice de diversidade, porte/estratificacio, vigor da vegetacio,
quantidade, estado de decomposigdo e incorporagiio da serapitheira, sucessio da
vegetagio) e c) outros (presenga de fauna silvestre). Os valores foram
ponderados em fungdo da importincia atribuida 3 reabilitacdo e & condi¢io da
area-referéncia (erosdo 100% da nota atribuida, pedregosidade 50%, fauna 50%,
indice de cobertura 100%, indice de diversidade 80%, porte/estratificagio 50%,
vigor da vegetaciio 100%, quantidade de serapilheira 100%, estado de
decomposicdo da serapilheira 100%, incorporacio da serapilheira 70%, sucessio
na vegetagio 100%, presenca de fauna silvestre 50%), sendo posteriormente
recalculados e, finalmente, considerando os valores obtidos nas areas-referéncia
iguais a 100, : .

Os atributos fisicos (areia, silte e argila) e quimicos (C, N, P, AL pH, SBe
t) foram obtidos segundo EMBRAPA (1997). Utilizando-se as médias dos
atributos fisicos, quimicos e microbiolégicos (aiimero e atividade de nédulos de
caupi, diversidade de isolados de rizdbio, colonizacdo micorrizica de caupi,
MEA, MET, ndmero total de esporos, diversidade de fungos MAs, NMP de
propagulos de fungos MAs e densidade de microrganismos diazotréficos
endofiticos) das amostras de solo sob diferentes estratégias de reabilitagsio,
proceden-se a anilise de componentes principais (PCA) através do programa
PC-ORD 3.12 (McCune e Mefford, 1997). Esta técnica & freqiientemente
utilizada para reduzir o mimero de variaveis totais, tomando a anilise dos dados
mais eficiente e mantendo a maioria ou todas as informagdes originais (Reyment
e Jéreskog, 1993). -

Os sitios estudados e as varidveis foram transformados em coordenadas que
correspondem a sua proje¢io nos eixos de ordenagdo, ou autovetores. Esta
projecdo representa o peso de cada sitio ou varidvel sobre o eixo, o qual é
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equivalente ao grau de correlagio do sitio ou varidvel com o eixo em questiio.
Nos diagramas, os sitios do presente estudo foram representados por trifingulos,
que indicam sua correlagio com os eixos, enquanto as varidveis foram
representadas por segmentos, indicando a diregio do gradiente méaximo das
mesmas. Um ponto qualquer plotado no diagrama pode ser relacionado a cada
segmento através do tracejamento de uma perpendicular partindo do final do
segmento até o eixo, € a extensdo do eixo a que o segmento se refere di uma
indicagdo do estreitamento da correlagdo. Os sitios com projegio perpendicular
proxima ou acima da ponta do segmento sdo mais posnwamente correlacionados
e influenciados pela varidvel considerada, enquanto aqueles opostos sio
mfluenciados em menor intensidade.

As varidveis microbiolégicas obtidas com as amostras de solo coletadas
no verdo ¢ o indice de reabilitagfio avaliado in sifu foram agrupados através de
dendogramas de similaridade, utilizando o método Complete Linkage e
Distéincia Euclidiana (Everitt, 1993), pelo programa STATISTICA 5.0.

NT2YS .01

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios dos indices de reabilitagio (IR), calculados pela
avaliagdo in sifu de aspectos ligados ao solo e vegetagao dos sitios do campo e
serra, estiona tabela 1.

Na avaliacdo in situ da reabilitac3o dos sitios de estudo, verificou-se que
no campo alguns sitios (BCG19, BCG10, E16 e E3) apresentaram maior grau de
reabilitac3o do que a drea-reforéncia (RF), que possui baixa diversidade vegetal,
baixa porcentagem de cobertura vegetal (susceptivel a‘processos erosivos) e
baixa producio primaria. Ao contririo, a referéncia da serra apresentava
diversidade vegetal mais elevada e alto indice de cobertura do solo (redugdo de
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processos erosivos) e maior producio primaria. Os sitios da serra que
apresentaram indices de reabilitacio mais elevados seguiram uma
cronosseqiiéncia de reabilitagdo, como segue: 92, 86, 77 e 73% para M10, E156,
B14 e M18, em relagdo a referéncia (100%).

TABELA 1. Indice médio de reabilitagio (IR), obtido conforme caracteristicas
de solo e vegetagao in situ.

Sitios IR Sitios IR
Campo Serra
RM 0 RM 0
RM-BG 83 RM-GG 47
E3 111 BG2 52
CA4 77 BCG6 53
BCGI10 107 M10 92
El6 104 B14 77
BCG19 129 El6 86
RF 100 MI8 ]
RF 100

Campo: RM recém-minerado e nio reabilitado; RM-BG recém-minerado e com
braquidria e feijdo-guandu com 6 meses; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-
azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto 16
anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragdes
antropicas. Serra: RM recém-minerado e ndo reabilitado; RM-GG recém-
minerado e com capim-gordura e feijio-guandu 6 meses; BG2 braquiaria e
guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas
10 anos; B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga e
especies nativas 18 anos; RF referéncia.

Os dendogramas de similaridade construidos de acordo com as
caracteristicas de solo e vegetagdo utilizadas para a avaliagio in situ da

reabilitacdo sdo mostrados na figura 1.
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FIGURA 1. Dendogramas de similaridade construidos conforme o indice de
reabilitagdo, avaliado com caracteristicas de solo e vegetagdo in
situ, no campo (a) e serra (b). Campo: RM recém-minerado e nio
reabilitado; RM-BG recém-minerado e com braquidria e feijfo-
guandu com 6 meses; E3 eucalipto 3 anos; CA4 capim-azevém 4
anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura 10 anos; E16 eucalipto
16 anos; BCG19 bracatinga e capim-gordura 19 anos; RF
referéncia, sem alteragbes antrépicas. Serra: RM recém-minerado
e ndo reabilitado; RM-GG recém-minerado e com capim-gordura
e feijdo-guandu 6 meses; BG2 braquiaria e guandu 2 anos; BCG6
bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10 espécies nativas 10 anos;
B14 bracatinga 14 anos; E16 eucalipto 16 anos; M18 bracatinga ¢
espécies nativas 18 anos; RF referéncia.
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Para o campo, houve alta similaridade (80%) entre os sitios com
eucalipto (E16 e E3), indicando ndio haver relagdo entre o grau de reabilitaciio e
a idade do sitic. Houve agrupamento de sitios em diferentes tempos de
reabilitagdo, como o sitio RM-BG com 6 meses e sitio BCG10 com 10 anos, e 0
sitio RF (referéncia) com o sitio CA4 (4 anos de reabilitagio). Este resuitado
indica que as estratégias de reabilitagio foram mais importantes nas
caracteristicas avaliadas do que a prépria cronosseqiiéncia de reabilitagio dos
solos minerados. Estudos realizados por Skouse, Johnson e Garbutt (1994), em
solos de mineragio de carvdo nos EUA, e por Ruivo (1998), em solos de
mineragio de bauxita no Brasil (Amazdnia Oriental), também mostraram nio
haver relagiio entre idade de reabilitagiio e caracteristicas da vegetacdo. Para os
sitios da serra, houve a formagiio de dois grandes grupos a 50% de similaridade,
sendo um grupo contendo sitios em maior tempo de reabilitagdo (M10, RF, Bl4,
E16 e M18) e outro contendo aqueles em reabilitagdo ha menos tempo (BCGS,
BG2 ¢ RM-GG), indicando, de certa forma, efeito da cronosseqiiéncia de
reabilitagio dos solos da serra.

As figuras 2 e 3 mostram os dendogramas de similaridade dos sitios do
campo e serra, respectivamente, construidos de acordo com as varigveis
microbiolégicas (nimero, matéria fresca e atividade de nédulos de caupi,
diversidade de isolados de rizobio de caupi, colenizagio radicular de caupi e
plantas in situ, MEA, MET, nitmero total de esporos € ecotipos, diversidade de
ecotipos, NMP de propigulos de fimgos MAs e densidade de diazotréficos
endofiticos).

Para o campo (Figura 2), nenhum sitio apresentou similaridade com a
area-referéncia, sendo que todos foram aproximadamente 35% similares entre si.
Os sitios RM-BG, CA4, BCG10 e E3 apresentaram-se 65% similares, enquanto
aproximadamente 85% de similaridade foi registrada entre os sitios E16
(eucalipto com 16 anos) e o sitio recém-minerado (RM). No entanto, deve-se

152



atentar ao fato de que as amostras do sitio RM receberam calcario e fertilizantes,
antes da instalagdo dos experimentos em casa de vegetagiio para determinagiio
do nimero, matéria fresca e atividade de nddulos de caupi, diversidade de
isolados de rizobio de caupi e colonizagio radicular de caupi. Isto certamente
influenciou o agrupamento, podendo-se afirmar que 0 mesmo ocorreu devido a
fertilidade do solo e ndo as varidveis microbiologicas estudadas. Pelo
agrupamento, verificou-se que os sitios estio em processo de reabilitagio, mas
apresemtam caracteristicas microbiologicas diferentes daquelas apresentadas
pelas areas-referéncia (RF). Ndo se verificou efeito da cronosseqiiéncia
reabilitacdo em sitios do campo, visto o agrupamento de sitios em diferentes
tempos de reabilitagio. Assim como observado para o dendograma construido
com base nas caracteristicas de vegetagfio e solo in situ (Figura 1) do campo,
pode-se verificar que as estratégias de reabilitagio foram mais importantes na
recuperacdo das caracteristicas microbiolégicas do que a prépria
cronosseqiiéncia de reabilitagio desses solos.

’ Para a serra (Figura 3), cerca de 60% de similaridade foi registrada para
os sitios M10, M18, BCG6, BG2 e E16, enquanto os demais sitios, inclusive a
referéncia, foram aproximadamente 50% similares entre si e 1060% dissimilares
com o grupo anterior. Novamente o efeito da corregio da fertilidade do solo das
amostras do sitio RM, assim como observado para o 3mm:tpo, pode ter afetado o
agrupamento. No entanto, verificou-se que através das varidveis
microbioldgicas, 60% de similaridade foi registrada entre os sitios reabilitados
ha cerca de 2 anos (BG2) com aqueles de 6, 10, 16 e 18 anos (sitios BCG6,
M10, E16 e M18, respectivamente), indicando o efeito positivo das diferentes
estratégias de reabilitacio na microbiota do solo, independentemente da sua
cronosseqiiéncia, e contrario' ao observado para o agrupamento pelo indice de
reabilitacdo.
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FIGURA 2. Dendograma de similaridade construido de acordo com as

’

caracteristicas microbiolégicas (miimero, matéria fresca e
atividade de nédulos de caupi, diversidade de isolados de rizdbio
de caupi, colonizagio micorrizica de caupi e plantas coletadas in
situ, MEA, MET, niimero total de esporos e espécies, diversidade
de ecotipos, NMP propigulos de fingos MAs, densidade de
diazotroficos endofiticos), com amostras de solo do campo,
coletadas no verfio. RM recém-minerado e nio reabilitado, RM-
BGbmquiéﬁaefeijﬁo—guanduoom6mes&s;E3eualiptoBanos;
CA4 capim-azevém 4 anos; BCG10 bracatinga e capim-gordura
10 anos; E16 eucalipto 16 anos; BCG19 bracatinga e capim-
gordura 19 anos; RF referéncia, sem alteragdes antripicas.
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FIGURA 3. Dendograma de similaridade construido de acordo com as

caracteristicas microbiolégicas (pémero, matéria fresca e
atividade de ndédulos de caupi, diversidade de isolados de rizdbio
de caupi, oolcmizacio micorrizica de caupi e planms coletadas in
situ, MEA, MET, mimero total de esporos e espécies, diversidade
de ecotipos, NMP propagulos de fungos MAs, densidade de
diazotréficos e:doﬁucos), com amostras de solo da serra,
coletadas no verio. RM recém-minerado e nio reabilitado; RM-
GG capim-gordura e feijo-guandu 6 meses; BG2 braquidria e
guandu 2 anos; BCG6 bracatinga e capim-gordura 6 anos; M10
espécies nativas 10 anos; B14 bracatmga 14 anos; E16 eucalipto

16 anos; MI18 bracatinga e &cpecm nativas 18 amos; RF
referéncia.

Assim, pelo agrupamento dos sitios em dendogramas de similaridade,
pode-se afirmar que a “reabilitacio visual” observada acima do solo, no pode
ser considerada a daquela determinada pelas varidveis microbioldgicas,
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abaixo da superficie. Estes resultados indicam que a avaliagdo da reabilitagio
através da porcentagem de cobertura vegetal, diversidade floristica e fauna
silvestre (caracteristicas da vegetagdo e fauna in situ), como propostos por
Brower e Zar (1977), nio reflete a funcionalidade dos solos minerados em
reabilitagdo. Como ja discutido no agrupamento de sitios do campo pelo indice
de reabilitagdo, a nio relagio entre tempo de reabilitacio e caracteristicas da
vegetagdo concorda com os resultados obtidos por Skouse, Johnson e Garbutt
(1994), em solos de mineragio de carvio nos EUA, e por Ruivo (1998), em
solos de mineragdio de bauxita no Brasil.

Da anilise de componentes principais (PCA), trés PC foram extraidos
dos -atributos fisicos, quimicos e microbioldgicos das amostras de solo (Tabela
2), sendo a analise destes componentes representada graﬁcamente nas figuras 4 ¢
5 para sitios do campo e serra, respectivamente.

Para os dados referentes aos sitios do campo (Tabela 2), o PC1
apresentou 32,0% da varincia total, e as variiveis que mais correlacionaram
foram colonizacio micorrizica, MEA, MET, niimero total de esporos de fungos
MAs, densidade de bactérias diazotréficas endofiticas e areia. Assim, o PC1 foi
denominado de “componente micorrizico” pela maioria destas varidveis estar
relacionada’ a este grupo de microrganismos. As demais varidveis ou ndo se
correlacionaram ou nio foram fortemente correlacionadas com o PC1, podendo
ser consideradas menos importantes para explicar este PC. No entanto, as
demais variaveis apresentaram correlagio ndo somente com o PC1 mas também
com o PC2 ou PC3. O PC2 (25,1% da varidncia total) foi descrito como
“fertilidade e textura™, pelo fato dos atributos pH, soma de bases (SB), CTC
efetiva (), teor de Al silte (SI) e argila (Ag) apresentarem maiores correlagdes
com este PC O PC3 (16,3% da varidncia total) foi caracterizado por variaveis
tanto microbiolégicas quanto quimicas (atividade da nitrogenase em nédulos de
caupi (aN), indice de diversidade de isolados de rizébio (Hr), densidade de
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bactérias diazotroficas endofiticas (dE), C organico, N, pH, P e Al). As baixas
correlagSes de mumero de nédulos de caupi (@mN), indice de diversidade de
fungos MAs (He) e NMP de propagulos de fungos MAs (NMP) indicaram que
estas variaveis ndo foram associadas com os PC ligados a fungos MAs,
fertilidade e textura do solo, podendo ser considerados menos importantes nestes
estudos de solos do campo.

Pela figura 4, verifica-se que os sitios RF, BCG10, CA4, E16 ¢ RM do
campo apresentaram maior correlagio com o PCl (componente micorrizico),
sendo fortemente influenciados pelas variaveis microbiolégicas, principalmente
relacionadas a fungos MAs (MET, MEA, CM, SPt, NMP). No entanto, os sitios
El6 e RM, apesar da alta correlagdo com o PC1, apresentaram correla¢bes
negativas com as varidveis microbioldgicas estudadas ¢ grandes limitacdes
microbioldgicas. Enquanto os sitios BCG19 e E3 foram influenciados -tanto
pelas variaveis microbioldgicas, quanto pelos atributos fisicos e quimicos (PC1 e
2), o sitic RM-BG apresentou maior correlagio com os atributos quimicos e
fisicos (PC2), indicando que sua reabilitagiio é fortemente dependente destes
atributos. Pelo fato dos sitios em maior tempo de reabilitagiio (BCG10, BCGI19,
CAd), excetuando o E16, apresentarem correlagdes positivas com as varidveis
microbiologicas, pode-se indicar que as mesmas estio influenciando
positivamente a sua reabilitagio. Assim, os resultados sugerem o sentido
crescente da reabilitacio ocorrendo de RM, E16, E3 para RM-BG e BCG10,
CA4, BCGI19, sendo os primeiros fortemente dependentes e relacionados aos
atributos fisicos e quimicos do solo e os wltimos fortemente influenciados pelas
suas caracteristicas microbiolégicas, inclusive a area-referéncia.
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TABELA 2. Valores dos autovetores obtidos na analise de componentes para as
varidveis fisicas, quimicas e microbiolégicas de amostras de solo do

campo e serra.
Varidveis* Componentes principais
CAMPO SERRA
1 2 3 1 2 3
nN 0.2177 0.1616 0.2411 -0.1767 02791 -0.0747
aN -0.1359 0.0372 03450 02292 -0.0183 0.2912
Hr -0.1790 0.1366 02771 -0.2354 0.1663 0.1211
CM 03177 0.1660 -0.0608 -0.1344 0.1863 -0.3550
MEA -0.3487 -0.1665 0.0338 -02491 0.0447 0.2732
MET 03132 0.1685 0.0126 02663 02566 0.0121
SPt 03046 0.2341 -0.1479 -02206 02596 0.0509
He -0.1375 -0.1310 02311 -0.2637 -0.1487 -0.06%94
NMP 0.2397 -0.0162 -0.0639 -03373 -0.1113 -0.0246
dE -0.3004 -0.0251 -0.2266 -0.2269 -0.2481 -0.0650
C -0.2203 - .0.1207 03696 0.0227 03636 -02712
N -0.1843 -0.2212 0.3080 -0.0031 03674 -0.2833
PH -0.0564 -03157 03102 -03231 -0.1000 0.1609
P -0.0574 -0.1575 04228 0.0198 -02624 -0.3987
SB -0.1192 03984 -0.0523 03459 0.0042 0.1241
t -0.1044 -0.4013 -0.0080 03399 0.1189 -0.0320
- Al 0.1694 0.2627 02885 0.1592 02194 -0.3539
Ar =0.3203  0.1552 -0.0935 -0.1858 -0.1979 -0.2179
St 0.2484 0.2838 -0.0122 -0.0310 -02967 -0.2551
_Ag 0.1226 -0.34 0.0947 0.1583 0.3044 0.2983

Valores sublinhados indicam aqueles que foram utilizados na interpretagdio dos
componeates principais.

* oN (mimero de nédulos de caupi), aN (atividade de nodulos de caupi), Hr
(indice de- diversidade de isolados de rizébio de caupi), CM (colonizagio
micorrizica de caupi), MEA e MET (micélio extrarradicular ativo e total), SPt
(numero total de esporos de fungos MAs), He (indice de diversidade de fungos
MAs), NMP (mimero mais provivel de propagulos de fungos MAs), dE
(densidade de bactérias diazotrdficas endofiticas), C (teor de carbono orgénico
no solo), N (teor de nitrogénio no solo), PH (pH do solo), P (teor de fésforo no
solo), SB (soma de bases), t (CTC efetiva), Al (teor de aluminio no solo), Ar, S1
e Ag (textura do solo: areia, silte e argila).
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Componente micorrizico

A
A RM
E16
sentido da o - _ o ceabil
litaci 3 : recém- minerada ¢ ilitada
rech § RM-BG: braquifria ¢ guandu 6 meses
w E3: cucalipto 3 anos -
: CA4: capim-azewém4 anos
BCG10: bracatinga ¢ capim-gordura 10 anos
2 E16: cucalipto 16 anos
T BCG19: bracatinga ¢ capim-gordura 19 anos
RTBG e RF: referéncia

Figura 4. Anilise de componentes principais para os atributos fisicos, quimicos e
microbiologicos das amostras de solo dos sitios do campo. Atributos:
oN (mimero de nédulos de caupi), aN (atividade de nédulos de caupi),
Hr (indice de diversidade de isolados de rizébio de caupi), CM
(colonizagio micorrizica de caupi), MEA e MET (micélio
extrarradicular ativo e total), SPt (mimero total de esporos de fungos
MAs), He (indice de diversidade dos ecotipos de fingos MAs), NMP
(aimero mais provivel de propagulos de fungos MAs), dE (densidade
de bactérias diazotroficas endofiticas), C (teor de carbono organico no
solo), N (teor de nitrogénio no solo), PH (pH do solo), P (teor de
fosforo no solo), SB (soma de bases), t (CTC efetiva), Al (teor de
aluminio no solo), Ar, Sl e Ag (textura do solo: areia, silte e argila).
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RF

RM: recém-minerada e oo reabilitada
RM-GG: braquiéria ¢ guandu 6 meses
BG2: braquitria ¢ guandu 2 anos
. BCG6: bracatinga ¢ capim-gordura 6 anos
mi18 A8 B44  MI0:espécies nativas 10 anos

€A B14:bracatinga 14 anos

E16: eucalipto 16 anos

M MI8: brecatinga ¢ espécies nativas 18 anos
RF:referéncia

Z0

Componente micomrizico

G v

Fertllidade e textura

RMGG A

A~

Figura 5. Anilise de componentes principais para os atributos fisicos, quimicos e
’ microbiolégicos das amostras de solo dos sitios da serra. Atributos:
nN (mimero de nédulos de caupi), aN (atividade de nédulos de caupi),
Hr(hdioedediversidadedeisoladosde!izébiodewwl),CM
(colonizagiio micorrizica de cawpi), MEA e MET (micélio
extrarradicular ativo e total), SPt (aiimero total de esporos de fungos
MAs), He(hdicedediversidadedoseooﬁposdeﬁmgosMAs),NMP
(niimero mais provavel de propagulos de fungos MAs), dE (densidade
de bactérias diazotroficas endofiticas), C (teor de carbono organico no
solo), N (teor de nmitrogénio no solo), PH (H do solo), P (teor de
fosforo no solo), SB (soma de bases), t (CTC efetiva), Al (teor de
aluminio no solo), Ar, Sl e Ag (textura do solo: areia, silte e argila).
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Para os sitios da serra (Tabela 2), o PC1 apresentou 35,7% da varidncia
total, e maiores correlagdes com as variaveis MEA, MET, He, NMP, pH, SBet.
Assim como para as amostras de campo, a maioria das varidveis relacionadas
aos fingos MAs apresentou maior correlagio com este PC, sendo denominado
“componente micorrizico”. O PC2 (29,2% da varidincia total) também foi
descrito como “fertilidade e textura” devido as maiores correlagdes com o C
orgénico, N, P, Sl e Ag. O PC3 (12,8% da variincia total) foi caracterizado pelas
maiores correlagdes com aN, CM, MEA, C, N, P, AL, Sle Ag, remnindo atributos
fisicos, quimicos e microbiolégicos. O indice de diversidade de isolados de
rizobio (Hr) e densidade de bactérias diazotréficas endofiticas (dE) nio
apresentaram correlagbes com nenhum PC e ndo foram consideradas
importantes para explicar as diferencas entre os sitios da serra.

A figura 5 mostra que o sitio BCG6 apresentou maior correlagio com o
PCl, e maiores influéncias das variaveis microbiologicas estudadas. Os sitios
M10, RM e BG2 apresentaram correlagio semelhante com o PC1 e PC2, embora
os dois iltimos tenham apresentado correlagio negativa com o PC1 e limitagdes
microbiologicas. J& os sitios M18, E16, Bl4 e a propria area referéncia @®RF)
apresentaram maior correlagio com o PC2, sendo, portanto, mais influenciados
pelas varidveis quimicas e fisicas do que as microbioldgicas estudadas. Assim,
enquanto no campo, a reabilitagio da maioria dos sitios (inclusive a referéncia)
apresentou maior influéncia das varidveis microbiologicas, na serra, a maioria
deles (inclusive a referéncia) apresentou maior influéncia da fertilidade e textura
do solo, mostrando que a reabilitagio ocorre de maneira diferenciada nas duas
regides estudadas. Pelos resultados obtidos, a seguinte seqiiéncia de reabilitagdo
pode ser sugerida: RM para RM-GG ¢ BG2, deste para BCG6 e M10, M18, E16,
B14.

Através de relagdes entre os valores obtidos das varidveis
microbiolégicas (utilizadas no PCA) em areas-referéncia (RF), sitios recém-

161



minemdoseniombﬂitados(RM)eossiﬁossobdifemmatégiase
cronosseqiiéncias de reabilitagdo (valores mostrados nos capitulos 2, 3 e 4),
estabeleceram-se indices que podem ser utilizados nos estudos de avaliagio da
sensibilidade relativa destas variaveis em indicar a recuperagiio da interferéncia
ou o impacto da reabilitagio (reabilitado/ngo reabilitado) e eficicia da
reabilitacdo em relacio a referéncia (reabilitado/referéncia). Estes indices sdo
mostradosnastabehs3e4,paraossiﬁosdomnmoesena,rwpecﬁvammte.

Para os sitios do campo, verifica-se que todos estdo reabilitacio e,
com excecdo do indice de diversidade de fungos MAs, todas as variaveis
microbiolégicas apresentaram sensibilidade relativa diferenciada em indicar a
recuperagio da interferéncia (mineragiio) do solo. Para o sitio E16 (eucalipto
com 16 anos), apesar do longo tempo de reabilitagio, obtiveram-se baixos
indices em praticamente todas as varidveis, mostrando que esta estratégia de
reabilitacio foi a que menos contribuiu & recuperagio da microbiota dos solos
minerados. Os sitios revegetados predominantemente com bracatingas e, com 10
(BCG10),e 19 anos de idade (BCGI19), apresentaram indices maiores em
praticamente todas as varidveis microbiologicas estudadas. Outro resultado
interessante foi a sensibilidade da maioria das varidveis em indicar o inicio de
. Tecuperagdo da interferéncia ocorrida no sitioc RM-BG, reabilitado hi 6 meses
com braquidria e feijdo-guandu, com muitos valores superiores aqueles de sitios
com eucalipto 16 anos (E16), por exemplo.
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TABELA 3. Sensibilidade relativa das variiveis estudadas em amostras de solo

do campo coletadas no verio.
Breve descrigio dos sitios Recuperacio da interferéncia  Eficacia da reabilitag@o
CAMPO RB/NR RB/RF
Numero de nédulos de caupi
Braquidria e guandu 6 meses 1,71 0,65
Eucalipto 3 anos 2,66 1,00
Capim-azevém 4 anos 1,62 0,61
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 2,66 1,00
Eucalipto 16 anos 1,47 0,55
_Bracatinga ¢ cap. gordura 19 anos 2,37 0,90
Atividade da nitrogenase em nbdulos de caupi
Braquidria e guapdu 6 meses 13,03 0,30
Eucalipto 3 anos 24,30 0,55
Capim-azevém 4 anos 15,80 0,36
Bracetinga e cap.gordura 10 anos 19,15 0,43
Eucalipto 16 anos 8,42 0,19
Bracatinga e cap. gordura 19 anos 5,55 0,13
Indice de diversidede de isolados de rizbbio de caupi
Braquifria e guandu 6 meses 0,79 0,98
Eucalipto 3 anos 0,72 , ‘ 0,89
Capim-azevém 4 anos 1,15 -~ 1,42
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 1,1 2,11
Eucalipto 16 anos 0,96 1,19
Bracatinga e cap. gordura 19 anos 1,31 1,61
MEA
Braquiéria e guandu 6 meses 23,67 1,16
Eucalipto 3 anos 2,67 0,13
Capim-azevém 4 anos 19,67 0,97
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 15,67 0,77
Eucalipto 16 anos 2,33 ) 0,11
Bracatinga e cap. gordura 19 anos 15,33 0,75
MET
Braquidria e guandu 6 meses 27,19 0,51
Eucalipto 3 anos 32,96 0,62
Capim-azevém 4 anos 52,73 1,00
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 98,10 1,85
Eucalipto 16 anos 30,40 . 0,57
Bracatinga ¢ cap. gordura 19 anos 85,77 i 1,62

... continua ...
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TABELA 3, Cont.

Breve descrig@io dos sitios Recuperagio da interferéncia Eficécia da reabilitagio
CAMPO RB/NR RB/RF
Colonizagdo micorrizica em caupi
Braquifria e guandu 6 meses 3,15 0,60
Eucalipto 3 anos 3,55 0,68
Capim-azevém 4 anos 8,38 1,81
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 621 1,19
Eueahpto 16 anos 2,93 0,56
_Bracatinga e cap. gordura 19 anos 5,32 1,02
Niimero total de esporos de fingos MAs
Braquidria e guandu 6 meses 4,38 0,88
Eucalipto 3 anos 7.89 1,58
Capim-azevém 4 anos 15,68 3,14
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 14,24 2,85
Eucalipto 16 anos 2,67 0,53
_Bracatinga ¢ cap. gordura 19 anos 17,08 342
R Indice de diversidade de fungos MAs
Braquifria e gnandu 6 meses 3,20 1,14
Eucalipto 3 anos 3,00 1,07
Capim-azevém 4 anos 2,80 4,00
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 2,80 1,60
Eueal:pto 16 anos 3,00 1,07
Bracatinga e cap. gordura 19 anos 1,60 0,57
NMP de propégulos de fungos MAs
Braquiéria e guandu 6 meses 41,77 7,37
Eucalipto 3 anos 1,52 0,27
Capim-azevém 4 anos 14,17 2,50
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 32,05 5,66
Eucahpto 16 anos 0,60 0,11
_Brecatinga e cap. gordura 19 anos 82,89 14,63
Densidade de d:azotréﬁcos endofiticos
Braquidria e guandu 6 meses 1,00 1,95
Eucalipto 3 anos 0 0
Capim-azevém 4 anos : 2,20 4,28
Bracatinga e cap.gordura 10 anos 1,13 220
Eucalipto 16 anos 0 0
Bracatinga e cap. gordura 19 anos 0,52 1,01
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TABELA 4. Sensibilidade relativa das variaveis estudadas em amostras de solo

da serra, coletadas no verdo.
Breve descrigZo dos sitios Recuperaclio da interferéncia  Eficacia da reabilitagio
SERRA RB/NR RB/RF
Nimero de nédulos de caupi
Capim-gordura ¢ guandu 6 meses 0,29 a 0,45
Braqui4ria e guandu 2 anos 0,49 0,76
Bracatinga e capim-gordura 6 anos 0,52 0,80
Mata com bracatinga 10 anos 044 0,68
Bracatinga 14 anos 0,35 0,55
Eucalipto 16 anos 0,49 0,76
Mata com bracatinga 18 anos 0,43 0,66
Atividade da nitrogenase em nédulos de caupi

Capim-gordura e guandu 6 meses 0,73 0,68
Braquidria e guandu 2 anos 0,48 0,45

inga e capim-gordura 6 anos 0,52 0,48
Mata com bracatinga 10 anos 0,35 0,33
Bracatinga 14 anos 0,72 , 0,67
Eucalipto 16 anos 0,19 0,18
Mata com bracatinga 18 anos 0,44 041

Indice de diversidade de isolados de riz6bio de caupi
Capim-gordura e guandu 6 meses 0,46 ’ 027
Braquidria e guandu 2 anos 2N 1,61
Bracatinga e capim-gordura 6 anos 2,04 121
Mata com bracatinga 10 anos 2,14 1,27
Bracatunga 14 anos 2,50 1,46
Eucahipto 16 anos 1,90 ToL,13
Mats com bracatinga 18 anos 2,13 _ 1,26
MEA '
Capun-pordura e guandu 6 meses 20,00 143
Hraquana e guandu 2 anos 53,00 3,79
Bracatinga e capim-gordura 6 anos 187,00 13,36
Mata com bracatinga 10 anos 32,00 229
lirscatinga 14 anos 104,00 743
! ucalipto 16 anos 26,00 1,86
\Mata com inga 18 anos 12,00 0,86
bracatinga T

Caprm-gordura e guandu 6 meses 36,48 ‘ 0,30
Braquana e guandu 2 anos 119,96 ' 1,00
bracatinga e capim-gordura 6 anos 222,59 - 1,85
Mata com bracatinga 10 anos 146,81 1,22
Bracaunga 14 anos 161,81 1,34
Eucalipto 16 anos 170,63 1,42
Mata com _bracatinga 18 anos 133,04 a 1,10
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TABELA 4, Cont.

Breve descricfo dos sitios Recuperagiio da interferéncia Eficécia da reabilitacio
SERRA RB/NR RB/RF
Colonizagdio micorrizica em caupi
Capim-gordura e gnandu 6 meses 98,85 0,90
Braquiéria e guandu 2 anos 88,00 g’;g
Bracatinga e capim-gordura 6 anos 76,80 A
Mata com bracatinga 10 anos 158,58 1,45
Bracatinga 14 anos 76,68 0,70
Eucalipto 16 anos 85,03 0,78
Mata com bracatinga 18 anos 120,83 1,10
Niimero total de esporos de fingos MAs
Capim-gordura e guandn 6 meses 18,32 0,19
Braquiéria e guandu 2 anos 55,10 0,58
Bracatinga e capim-gordura 6 anos 93,59 0,98
Mata com bracatinga 10 anos 50,73 0,53
Bracatinga 14 anos 36,41 0,38
Eucalipto 16 anos 43,46 0,46
Mata com bracatinga 18 anos 4420 0,46
) Indice de diversidade de fungos MAs
Capim-gordura e guandu 6 meses 0,90 1,80
Braquiéria e guandu 2 anos K 1,50 ‘ 3,00
Bracatinga e capim-gordura 6 anos 1,40 2,80
Mata com brecatinga 10 anos 1,30 2,60
Bracatinga 14 anos 0,90 1,80
Eucalipto 16 anos 1,40 2,80
Mata com bracatinga 18 anos 1,10 2,20
' ’ NMP de propigulos de fungos MAs
Capim-gordura ¢ guandu 6 meses - 3,51
Braquidria e guandu 2 anos - 14,10
Brecatinga e capim-gordura 6 anos - 10,30
Mata com bracatinga 10 anos - 9,16
Bracatinga 14 anos - 224
Eucalipto 16 anos - 4,52
Mata com bracatinga 18 anos - 2,03
Densidade de diazotroficos endofiticos
Capim-gordura e gnandu 6 meses 1,00 -
Brequidria e guandu 2 anos 1,14 -
Bracatinga e capim-gordura 6 anos 1,03 -
Mata com bracatinga 10 anos 0 -
Bracatinga 14 anos 0 -
Eucalipto 16 anos 0 -
Mata com bracatinga 18 anos 0

RB reabilitado, NR n3o reabilitado, RF referéncia. NR=considerado o sitio RM
da amostragem de invemno. Para diazotréficos endofiticos, considerou-se o sitio

RM-BG como NR.
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Quanto & eficicia de reabilitagdo, verificon-se que, apesar dos sitios
estarem em processo de reabilitacio, aquele com eucalipto 16 anos foi o que
apresenton os menores indices pela maioria das ‘varidveis, muitas vezes
inferiores aos apresentados pelo sitio recém-minerado (RM) e reabilitado com
braguidria e feijdo-guandu por 6 meses (RM-BG). Contrariamente, assim como
jé discutido, sitios utilizando bracatingas como estratégia de reabilitagio foram
0s que mais se destacaram, com os maiores indices pa maioria das varidveis
(mimero de nodulos, indice de diversidade de rizébio, MET, colonizagdo
micorrizica, nimero total de esporos e NMP de propagulos de fungos MAs).

Também para os sitios da serra, verificou-se que todos estio em
reabilitagdo, como indicado pela maioria das variaveis microbioldgicas
utilizadas. Houve variag3o da sensibilidade relativa destas varidveis em indicar a
recuperacdo da interferéncia e eficicia da reabilitacio dos sitios. No entanto,
pode-se observar que, enquanto nimero de nodulos, indice de diversidade de
nizobio e densidade de diazotréficos endofiticos apresentaram baixa
sensibilidade relativa em indicar o impacto da reabilitagfio, as demais varidveis,
principalmente aquelas relacionadas a fungos MAs (MEA, MET, colonizagdo
micorrizica e numero total de esporos), apresentaram grande potencial de
utilizagdo como indicadores microbiologicos da recuperagdo da microbiota dos
solos minerados, assim como ocorreu nos sitios do campo. Varidveis
relacionadas as populacdes de rizébio e nodulaglo ndo possibilitaram
discriminagio dos sitios do campo pela cronosseqiéneia (capitulo 2),
provavelmente devido as maiores relagdes com leguminosas (feijao-guandu e
bracatingas) utilizadas como estratégias de reabilitacdo. Também variaveis como
ocorréncia ¢ densidade de microrganismos diazotéﬁcog endofiticos nos solos
foram muito dependentes da presenca de gramineas utilizadas na reabilitagio
(capitulo 3), ndo discriminando os sitios pela sua cronosseqiéncia. Para a
maioria das varidveis, os sitios que apresentaram os maiores indices de
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recuperaggo da interferéncia foram aqueles com bracatingas de 6 (BCGS) e 14
anos (B14), e os reabilitados com braquidria e feijdo-guandu 2 anos (BG2). No
entanto, deve-se atentar que o comportamento do sitio com eucalipto 16 anos foi
bem diferente daquele apresentado no sitio do campo, apresentando reabilitagio
semelhante aquela dos sitios com bracatingas. Este resultado indica que o
eucalipto pode ser utilizado como estratégia de reabilitacdo, desde que o plantio
seja feito em maior espagamento e o sub-bosque enriquecido com maior mimero
de espécies vegetais, como na serra.

A mesma discussio aplicada anteriormente 3s varidveis ¢ valida na
avaliagio da sensibilidade relativa aplicada nos estudos da eficicia de
reabilitagdo. Sitios com bracatingas de 6, 10 e 14 anos, e os reabilitados com
. braquidria e feijio-guandu 2 anos apresentaram os maiores indices na maioria
das variiveis, enquanto os menores foram obtidos pelos sitios recém reabilitados
com capim-gordura e feijio-guandu 6 meses e mata com espécies arboreas
nativas incluindo bracatingas de 18 anos. O resultado apresentado por este
tltimo sitio pode ser devido a morte de espécies como bracatingas (final do
ciclo), com aberturas de clareiras e inicio de nova sucessdo, interferindo na
microbiota do solo.

Pela alta sensibilidade relativa das varisveis microbioldgicas e ainda pela
facilidade de determinagio em laboratério da maioria delas, pode-se dizer que as
_ Mesmas apresentam grande potencialidade de wutilizagio como indicadores
microbioldgicos da reabilitagdio de solos de mineragio de bauxita.

4 CONCLUSOES

Pela Snélise de dendogramas de similaridade, obtidos através do indice
de reabilitacio e variaveis microbiolégicas, conclui-se que: -
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a) nio houve relagio entre cronosseqiiéacia de reabilitacio de solos
minerados avaliada por caracteristicas de solo e vegetacdo, in situ, daquela
determinada utilizando-se variiveis microbioldgicas.

b) as estratégias de reabilitacio mostraram-se mais importantes que a
cronosseqiiéncia de reabilitacio no agrupamento dos sitios minerados.

Pela andlise de componentes principais dos atributos fisicos, quimicos e
microbiologicos:

a) houve estratificagio dos sitios minerados de acordo com a
cronosseqiiéncia de reabilitagio;

b) a reabilitacgdo dos sitios do campo e serra ocorre de maneira
diferenciada, sendo a primeira fortemente influenciada pelas varidveis
microbiologicas estudadas e a segunda pelos atributos fisicos e quimicos do
solo.

¢) o sentido crescente da reabilitagio dos sitios do campo pode ser
proposto como: sitios recém-minerados e ndo reabilitados (RM), eucalipto 16
anos (E16), eucalipto 3 anos (E3), braquidria e guandu 6 meses (RM-BG),
(bracatinga e capim-gordura 19 anos (BCG19), capim-azevém 4 anos (CA4),
bracatinga e capim-gordura 10 anos (BCG10) e referéncia (RF)), sendo os
primeiros (RM, E16, E3 e RM-BG) fortemente influenciados pelos atributos
fisicos e quimicos do solo, e os demais pelos microrganismos estudados e seus
processos. O sentido crescente da reabilitagio dos sitios da serra pode ser
proposto como: sitios recém-minerados e nio reabilitados (RM), capim-gordura
e guandu 6 meses (RM-GG), braquidria e guandu 2 anos (BG2), bracatinga e
capim-gordura 6 anos (BCG6), mata de espécies naﬁvasf‘lo anos (M10), (mata
de espécies nativas com bracatinga (M18), eucalipto 16 anos (E16), bracatinga
14 anos (B14) e referéncia (RF)), a maioria, com excegdo do sitio BCGS,
fortemente influenciada pelos atributos fisicos e quimicos do solo.
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Pela sensibilidade relativa das variaveis microbiolégicas:

a) populacSes de bactérias diazotroficas e fimgos MAs podern ser
utilizadas na avaliagio da reabilitagiio e funcionalidade de solos de mineragio de
bauxita, com grande potencial de serem utilizadas como indicadores
microbioldgicos nestes estudos.

b)&chatégiasdembilitaﬁoqueuﬁlizambracatingaspodemser
consideradas aquelas que contribuem para melhor recuperagao da microbiota do
solo, enquanto aquelas com eucalipto, em plantio adensado e homogéneo,
podem ser consideradas inadequadas a reabilitacdo.
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