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RESUMO

A exploragéo de minérios como ferro, bauxita e manganés trazem beneficios
sociais e econdmicos aos estados brasileiros, principalmente na regido Norte, mas
gera danos ambientais dificeis de remediar apesar da legislacdo ambiental vigente.
No estado do Para, uma mineradora de bauxita estd avaliando diferentes
metodologias de restauracdo de areas apds a exploracdo. Dentre as metodologias
praticadas, as principais sdo: Regeneracdo Natural, Plantio de mudas e Nucleacéo.
Neste trabalho, as areas submetidas a essas trés metodologias, em diferentes
estagios de desenvolvimento, estdo sendo comparadas com areas de floresta nativa
e areas recentemente desmatadas com base na microbiota do solo, especialmente o
grupo dos microrganismos fixadores de nitrogénio. Para as analises, as amostras de
solo foram coletadas em duas estagdes: no auge da seca (setembro de 2018) e no
pico da chuva (abril de 2019). Utilizando meio de cultura seletivo para bactérias
diazotroficas, as amostras foram diluidas, inoculadas e realizadas analises da
abundancia e diversidade das col6nias. Considerando as bactérias fixadores de
nitrogénio, a diversidade em ambientes florestais (considerados como controle neste
trabalho) na estacdo seca é muito baixa e a abundéancia dos grupos de bactérias
fixadores de nitrogénio sobreviventes € alta. Nesse periodo de analise, as areas que
mais se assemelharam as areas de floresta em relacdo a este grupo de
microrganismos, foram aquelas sob o0 método de regeneracao natural e nucleacéo.
Nas areas sem vegetacdo (supressdo) ndo foi observada a presenca de
microrganismos fixadores de nitrogénio e, nas areas de plantio, a diversidade deste
grupo foi bastante reduzida. No periodo chuvoso, a diversidade de microrganismos no
solo é muito elevada nas areas de floresta, neste parametro nenhuma das areas em
recuperacdo se assemelha a area de controle. A maior abundancia de fixadores de
nitrogénio nessa época foi observada em areas antigas com plantio de mudas. Como
as maiores diferencas entre as areas foram observadas na estacéo seca, esta pode
ser considerada a melhor época para esta comparacéo e, considerando a diversidade
e abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio, a area mais semelhante a
areas de floresta é area antiga de regeneracgdo natural. Essas informagfes sdo muito
relevantes, pois, elas podem servir de base para uma melhor distribuicdo de capital,
para a técnica que esta gerando uma boa recuperacdo nas areas degradadas.

Palavras-chave: microbiota. bauxita. restauracdo de areas.



ABSTRACT

The exploration of ores such as iron, bauxite and manganese bring social and
economic benefits to Brazilian states, especially in the North region, but generates
environmental damage that is difficult to remedy despite the environmental legislation
in force. In the state of Para, a bauxite miner is evaluating different methodologies for
restoring areas after exploration. Among the methodologies practiced, the main ones
are: Natural Regeneration, Planting of seedlings and Nucleation. In this work, areas
submitted to these three methodologies, at different stages of development, are being
compared with areas of native forest and recently deforested areas based on soil
microbiota, especially the group of nitrogen-fixing microorganisms. For the analyses,
soil samples were collected in two seasons: at the height of the drought (September
2018) and at the peak of the rain (April 2019). Using a selective culture medium for
diazotrophic bacteria, the samples were diluted, inoculated and analyzes of colony
abundance and diversity were performed. Considering nitrogen fixing bacteria, the
diversity in forest environments (considered as control in this work) in the dry season
is very low and the abundance of surviving nitrogen fixing bacteria groups is high. In
this period of analysis, the areas that most resembled forest areas in relation to this
group of microorganisms were those under the natural regeneration and nucleation
method. In areas without vegetation (deletion) the presence of nitrogen-fixing
microorganisms was not observed and, in planted areas, the diversity of this group
was quite reduced. In the rainy season, the diversity of microorganisms in the soil is
very high in forest areas, in this parameter none of the areas in recovery is similar to
the control area. The greatest abundance of nitrogen fixers at this time was observed
in old areas with seedlings. As the greatest differences between the areas were
observed in the dry season, this can be considered the best time for this comparison
and, considering the diversity and abundance of nitrogen-fixing microorganisms, the
area most similar to forest areas is an old area of natural regeneration. This information
is very relevant, as it can serve as a basis for a better distribution of capital, for the
technique that is generating a good recovery in degraded areas.

Keywords: microbiota; bauxite; restoration of areas.
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1 INTRODUCAO

A atividade mineradora € uma das principais fontes de renda do pais, onde
ela representa 25% do saldo do Brasil e 4% do PIB (Portal G1, 2018.), no estado do
Pard, a atividade de mineracdo de minério de ferro e bauxita geram empregos, renda
e desenvolvimento para a cidade onde a mineracao esta instalada. A mineragéo de
bauxita em Paragominas é uma grande influéncia econémica, social e estrutural,
porém essa mesma mineracao provoca grandes danos ambientais, seja pelo descarte
incorreto dos rejeitos ou pela retirada da camada vegetal de florestas nativas da regiao

para a efetivacéo da extracdo do mineral.

Partindo dessa premissa, a mineradora tem por obrigacdo buscar técnicas
gue procurem reabilitar essa area apés a extracao ter sido totalmente concluida como
esta previsto na resolucdo N°1/86 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) onde se fala do empregos de técnicas ou tecnologias, no qual a empresa
licenciada para a atividade de mineracéo precisa adotar. Porém essa reabilitacdo da
floresta demanda tempo e em certas vezes ndo se obtém sucesso, entdo como
recuperar uma area em pouco tempo com elementos naturais? Uma das alternativas
sdo as bactérias e fungos micorrizicos, que podem ajudar nesse processo de

recuperacdo ambiental mais rapidamente e de maneira sustentavel.

Os fungos micorrizicos sao grandes ajudantes das plantas, buscando
nutrientes mais longe, quando 0s recursos sao escassos proximos a ela, eles estédo
atrelados a raiz da planta fazendo com que a raiz seja mais extensa e com isso ajuda
a planta sobreviver em periodos de seca severa. Outro componente de grande valia
para o reflorestamento sdo as bactérias, que quando estdo em simbiose com 0s
fungos micorrizicos e as plantas, formam uma parceria perfeita para o

desenvolvimento da planta em especial as bactérias fixadoras de nitrogénio.

Este grupo de bactérias ajudam a fixar o nitrogénio da atmosfera no solo
através de sua enzima nitrogenase no qual ela transforma o N2 em aménia (NHz3) para

ser disponibilizada para a planta (MOREIRA, 2010). Neste grupo de microrganismo é
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possivel encontrar bactérias autotroficas e heterotréficas, onde se diferenciam no
processo de fixacdo de N (VINHAL-FREITAS, 2010).

Uma mineradora de bauxita em Paragominas por sua vez, empregou 3
técnicas de reflorestamento sendo elas: Regeneracao natural, Plantio de mudas e
Nucleacdo. Para se obter a informacdo de qual das 3 técnicas esta sendo mais
eficiente, as mesmas estdo sendo comparadas com a floresta nativa da regido e com
areas que foram recentemente desmatadas chamadas de “supressao”, para as

analises foram coletas amostras em dois periodos.

Esta pesquisa além de ajudar as empresas a empregar uma remediacdo mais
eficiente com a microbiota do solo, ela também contribui para a literatura, pois existem
ainda poucos trabalhos utilizando esses microrganismos que sdo tdo versateis,
podendo ser usado em diversas areas do conhecimento, como por exemplo na

agricultura.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais:

- O presente trabalho visa contribuir com os estudos voltados ao reflorestamento de
areas impactadas pelas atividades de mineracdo tomando como base uma avaliacédo
da microbiota do solo, na perspectiva diversidade e abundancia de bactérias fixadoras

de nitrogénio.

2.2 Objetivos especificos:

- Entender a dindmica e as necessidades para se realizar as pesquisas de campo,
administradas por uma empresa multinacional.

- Estudar os microrganismos fixadores de nitrogénio e sua importancia aos
ecossistemas e a possibilidade da utilizacdo como bioindicadores de qualidade

ambiental.

- Realizar coletas em campo de material a ser analisado microbiolégicamente.



15

- Comparar amostras de solo de diferentes areas em recuperacado ambiental com base

na abundéancia e na diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A MINERACAO DE BAUXITA

O potencial para exploragcdo mineral no Brasil € enorme, sendo uma das
principais fontes econémicas do pais, sendo explorados 55 tipos de minerais e com
reservas de 45,7% de teor de ferro, representando 17% das reservas de minério de
ferro do mundo todo (SIMINERAL, 2021). De acordo com a SIMINERAL (Sindicato
das Industrias Minerais do Estado do Para) até 2024, a mineracdo pretende investir
mais de R$ 22 bilh6ées no estado do Para e mais R$ 18,863 bilhdes em infraestrutura,
transformacdo mineral e outras ramificacdes de negdcios, como por exemplo, a
fabricacdo de biodiesel (GEOSCAN, 2019). A mineragédo apresenta uma crescente
evolucao ao longo dos anos, com altas demandas de diversos paises, a exportacédo
deu um salto gigantesco de 91% em comparacédo com o 1° semestre de 2020 (IBRAM,
2021), a bauxita, no qual é a matéria-prima mais usada para a fabricacdo em escala
comercial do aluminio, é o 3° mineral mais exportado, ficando atras apenas do minério
de ferro e do ouro. Em 2018 foram produzidos aproximadamente 32 milhdes de

toneladas, e a grande parte da extracdo desse mineral acontece em Oriximina — Para.

O Brasil possui a quarta maior reserva de bauxita no mundo, esse mineral é
0 que mais agrega valor ao setor dele, pois segundo Milton Régo — presidente-
executivo da Associacao Brasileira do Aluminio (ABAL) a cada real no qual foi obtido
na extragcdo da bauxita, é originado mais R$ 16 nas demais etapas (REVISTA
ALUMINIO, 2019). Além de Oriximina, o Para possui mais duas cidades com pontos

de extracdo relevantes como Paragominas e Juruti. Com a instalacao desses grandes
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projetos nos municipios € possivel notar ao longo dos anos seu desenvolvimento com

a criacao de novos postos de trabalho.

O municipio onde esté instalada a mineradora cresce socioeconomicamente,
porém, para a mineradora poder efetivar a sua extracdo mineral, &€ necessario
desmatar florestas nativas da regido, e durante a exploracédo da bauxita &€ necessario
ter um cuidado com os rejeitos que sdo gerados, sem a atencdo necessaria, esses
rejeitos de minérios produzidos pela exploracdo, podem causar desastres ambientais
como ocorrido na cidade de Barcarena, onde rejeitos toxicos da refinaria de uma
mineradora, contaminaram o rio do municipio. Apos feita a exploracdo, nem todas as
empresas preocupam-se em reflorestar a area degradada, causando imensos clardes

em meio a floresta nativa da regiao.

A bauxita teve sua descoberta em 1821 por Berthier na cidade de Les Baux,
dai entdo a origem do seu nome de bauxita (SAMPAIO, 2008), é um mineral
heterogéneo, composto por uma ou mais formas de hidréxido de aluminio (AIOH3), ela
se forma pelo intemperismo de aluminossilicatos contendo impurezas, a forma mais
comum em ambientes tropicais como o Brasil, € a com alto contetdo de gibbsita, no

qual, se tem maior interesse econdmico (CONSTANTINO et al, 2002).

A extracdo da bauxita comec¢a com a catalogacao da flora na area em que ira
ocorrer a exploracdo, esta catalogacdo € feita por uma parte do EIA (Estudos de
Impactos Ambientais), esse levantamento da flora é feito por uma equipe
multidisciplinar, onde essa equipe vai até a area e faz a coleta dos dados das espécies
nativas onde ira ser a futura exploracao. A catalogacao desta area € muito importante
antes da mineracgao, pois com esses dados das espécies, a mineradora sabera quais
espécies de plantas tera que utilizar no reflorestamento da area ou na compensacao
da &rea desmatada. ApoOs a catalogacao ser feita, vem a parte de retirar a camada
vegetal (topsoil) e a camada estéril da terra, essas duas por¢cbes de solo séo
chamados de horizontes A e B respectivamente. O topsoil (solo superficial) é a
camada mais superficial do solo, essa faixa superficial vai em média até 40 cm de
profundidade, possuindo uma grande concentracdo de matéria organica com
sementes e raizes de diversas plantas e uma grande abundancia de microrganismos,
no qual sdo essenciais para a manutencao ecoldgica do solo, essa retirada desses
horizontes possui em média 11,4 metros de profundidade. Em seguida € feito o

processo de strip mining (mineracéo a céu aberto), no qual consiste em retirar tiras ou
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faixas de terra na escavacao até chegar onde o mineral esta depositado (PEREIRA,
2019), em média, essas faixas de lavra apresentam larguras de 25 a 30 metros e
comprimento maiores do que 400 metros, apos isso a bauxita extraida, € levada para
um setor chamado beneficiamento, onde ocorre 0 processo de britagem atricdo e
peneiramento das fracOes argilosas e minerais de silica. Posteriormente aquela faixa
de terra ser totalmente minerada, uma nova faixa € aberta e a0 mesmo tempo se inicia
a recuperacdo da area em que foi extraida a bauxita, entdo é devolvida a camada
estéreis da terra e o topsoil, em seguida € feita a aplicacéo de técnicas de remediacao
das areas suprimidas (REVISTA ALUMINIO, 2019).

O mercado de aluminio no Brasil € bem forte, atingindo no passado o
segundo lugar mundial em producdo deste material, nos dias de hoje com uma
producdo bem menor cerca de 1,5 milhdo de toneladas nas diversas aplicacdes do
aluminio, o metal movimenta cerca de R$ 83 bilhdes segundo os dados da ABAL
(Associacgédo Brasileira do Aluminio) (CAVAENGA, 2021). Grande parte da bauxita que
é produzida no Brasil é destinada a fabricacdo da alumina, no qual € matéria-prima
para o aluminio primario, o consumo per capta desse aluminio proveniente do Brasil
distribui-se da seguinte maneira: 37 kg nos EUA, 31 kg no Japdo, 19 kg na Europa
ocidental e 3,9 kg no Brasil (MARTIRES, 2018).

3.2 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

A mina de bauxita (Figuras 1 e 2) fica a 70 km do municipio de Paragominas
no sudeste do estado do Para, no platd miltbnia 3 (3°14'50.2"S 47°44'14.4"W). Teve
inicio de sua producédo em 2007 e atualmente emprega 1.400 pessoas nas suas atuais
instalagbes (Hydro, c2021). Paragominas € um municipio situado na mesorregido
sudeste do estado do Para, distante cerca de 320 km da capital Belém, segundo a
Kdppen e Geiger, Paragominas tem clima tropical e sua temperatura média é de 26,5
C°, sendo o més de setembro o periodo mais seco da regido com incidéncia de apenas
16 mm de precipitagdo e o0 més de marco sendo o periodo mais chuvoso com a
precipitacdo meédia de 380 mm. O estado do Paré por ser o 2° maior estado em
extensao territorial do pais, possui climas distintos dentro do seu territorio, um de seus
climas é o clima tropical savanico onde € predominante na regido sudeste do estado,

este clima tem como caracteristicas seu periodo chuvoso e seu periodo de estiagem
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com a mesma duracdo de seis meses, onde se tem maior amplitude térmica em
relacdo ao restante do estado, possuindo assim seus periodos chuvosos e secos, bem
definidos (GOMES, c2021).

Figura 1- Mina de bauxita em Paragominas-PA.

Fonte: Hydro, c2021.

Figura 2- Mapa da area do empreendimento Mineragdo Paragominas.
AREA D EMPREENDIMENTO

MUNICIPIO DE PARAGOMINAS

SISTEMA DE REFRENCIA DE
COORDENADAS
GEOGRAFICAS - SIRGAS 2000
FONTE: IBGE 2020
PRODUCAO: AUTOR

) UNIFESSPA

0 750 1.500 m

47°45'36.0"W 47°44"24.0"W 47°43'12.0"W 47°42'0.0"W

Fonte: Autor.

O solo na mina de bauxita é composto por 8 camadas sendo camada vegetal
(topsoil), capeamento argiloso, bauxita nodular, laterita ferruginosa, bauxita
cristalizada, bauxita cristalizada/amorfa, bauxita amorfa e argila variegada
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(PIMENTEL, 2013), todos os pontos de coleta de solo foram georreferenciados para
se ter mais precisdo dos dados, respeitando a metodologia da coleta e a area
escolhida anteriormente em conjunto com o grupo de pesquisa e o0 engenheiro

ambiental da mineradora.

3.3 TECNICAS DE REMEDIACAO DE REMEDIACAO NA EXPLORACAO DE
BAUXITA NA CIDADE DE PARAGOMINAS

E inegavel os beneficios econdmicos e sociais no qual a mineracgéo tras para
aregiao, mas também € inegavel que sua atividade deixa sequelas muito graves para
area onde esta instalada, causando um estresse no seu ecossistema, alterando o solo
no qual foi extraido o mineral e causando perturbacdes para a fauna e flora proxima
da mina, outro ponto a ser considerado sdo as expansdes de suas instalacbes, que
por muitas vezes entram em contato com povos indigenas e/ou comunidades

mudando seu cotidiano e deixando mais escassos 0s recursos naturais ali presentes.

A mineracdo de bauxita possui um grande problema, que sdo as imensas
extensdes de terra desmatadas, e com a atual forma de extracdo da bauxita, na qual
é deixada a matéria organica a céu aberto por um grande periodo, algumas sementes
e raizes acabam morrendo, fazendo com que aquele solo que antes era muito
promissor para o reflorestamento, ficasse pobre de nutrientes e sozinho ndo sera
capaz de remediar o impacto ambiental causado. Pensando na probleméatica de
reflorestamento pos extracdo, uma mineradora de bauxita em Paragominas buscou
remediar esse problema, para poder continuar sua exploracdo com qualidade nas
operacoes, selos internacionais de empresa amiga do meio do ambiente, e funcionar
totalmente dentro das legislacdes ambientais vigentes, a partir dessa busca foram
selecionadas trés técnicas, onde houve um investimento pesado nelas, apds essas
técnicas serem aplicadas na mineradora, a empresa procura saber se esse
investimento esta dando retorno positivo. Entdo em 2013 a mineradora abriu suas
portas a universidades e centros de pesquisa, nesse grupo estao presentes a UFPA,
UFRA, Universidade de Oslo (UiO) e o Museu Emilio Goeldi (BATISTA, 2019)
formando assim o Biodiversity Research Consotium Brazil-Norway (BRC), que tem o
foco em pesquisa e desenvolvimento que possibilita 0 estudo e o0 monitoramento da

biodiversidade amazoénica em areas de mineracdo e arredores. Com essa parceria
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fechada a mineradora ira ter uma resposta cientifica de qual técnica empregada esta
se desenvolvendo melhor na regido, as trés técnicas escolhidas foram: regeneracéo
natural, plantio de mudas e nucleacdo. A técnica de regeneracao natural (Figura 3)
consiste em reconformar a area recém minerada com a camada de estéril da terra e
logo apos, espalhar todo o topsoil (solo superficial) que estava armazenado a céu
aberto por cima da camada de estéreis, com isso a acao das chuvas e sol pode auxiliar
na germinacdo de sementes que ainda estdo presentes nessa camada vegetal e
assim a natureza fazer o seu trabalho em reflorestar aquela area, esse tipo de
procedimento € adotado mundialmente para uma recuperacéo da flora de maneira
mais eficiente, quando empregado de maneira correta, essa técnica possui muito

potencial na recuperacao de paisagens (CHAZDON, 2016).

Figura 3- Visita de técnicos da mineradora na area de regeneracdo natural.

Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares

A técnica de plantio de mudas (Figura 4) se caracteriza pelo mesmo
procedimento da regeneracdo natural, mas com a diferenca da implementacao de
mudas nativas da regido, sdo aquelas mesmas espécies que foram catalogadas no
inicio da extracdo, com isso ocorre a tentativa de aproximacéo do ambiente que estava
presente anteriormente, o manejo do material organico no plantio de mudas favorece

para a presenca de nutrientes como N (Nitrogénio),K (Potéassio),P (Fésforo),Mg



21

(Magnésio) e Ca (Calcio) que sdo nutrientes muito importantes para o0 solo em que

ocorreu esse tipo de estresse por meio da mineracéao (PEREIRA et al, 2019).

igura 4- Visita de técnicos da mineradora na area de plantio de mudas.

Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

Por fim, a técnica de nucleacéo (Figura 5) consiste em fazer “bacias” com a
camada de estéreis e o topsoil na area recém minerada, nessa técnica também é
utilizada as mudas de espécies nativas, porém é adicionado coberturas vegetais como
galhos e tronco de arvores, para que passaros possam fazer seus ninhos ali e trazer
mais sementes para aquela area onde estd empregada a técnica, a nucleagéo é capaz
de acelerar o ciclo natural do ecossistema com a introducdo de varios mecanismos
naturais como o préprio solo, fauna e microrganismos, interagéo entre esses acarreta
um surgimento de uma vegetacdo secundaria, além de ser uma das técnicas mais

econdmicas atualmente.
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Figura 5- Visita de técnicos da mineradora na area de nucleagéo.

Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

3.4 A IMPORTANCIA DO NITROGENIO PARA O SOLO

A palavra nitrogénio (N) é proveniente do grego nitro genis (aquele que forma
atrito), porém no ano de 1722, Antoine Laurent de Lavoisier nomeou o elemento de
azoto, no qual significa “sem vida”. O nitrogénio € um elemento quimico com namero
atdbmico 7 e de massa atdmica 14, esse elemento é considerado o 7° mais abundante
do universo, além de as macromoléculas do corpo humano é formada por 16% de
nitrogénio (CAIUSCA, 2019).

O nitrogénio € um dos elementos mais essenciais para a manutencao e
desenvolvimento da ecologia do solo, apesar do nitrogénio ser o elemento que ocupa
aproximadamente 78% de toda a atmosfera na forma de gas (MARCHETTI, 2015), as
plantas ndo conseguem usufruir desse elemento tdo essencial para elas, o nitrogénio
tem papel fundamental para a nutricdo das plantas onde ele esta ligado diretamente
a composicao de aminoécidos e proteinas, para as plantas usufruirem dos beneficios
gue o nitrogénio lhe d4, esse elemento quimico precisa ser absorvido por algum fator
externo ao vegetal, pois ele proprio ndo possui recursos suficientes para absorcéo dos
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nutrientes. O nitrogénio influencia também no solo, onde a principal fonte provem da
matéria organica, porem esse componente quimico ndo esta disponivel em sua
totalidade, assim como o atmosférico, o nitrogénio no solo é liberado lentamente por
meio de atividade microbiana (SANTOS, 2020).

A disponibilidade do nitrogénio € um dos fatores limitantes para o
desenvolvimento das plantas juntamente com o fésforo. Para os seres vivos se
manterem nutridos € necessério que haja combinacdes orgéanicas, amoniacais e

nitricas onde elas sdo metabolizadas (LESSA, 2007).

Segundo MARCHETTI,2015:

“Por ser elemento essencial, seu balango afeta
a formagdo de raizes, a fotossintese, a
producéo e translocacao de foto
assimilados e a taxa de crescimento entre
folhas e raizes, sendo o crescimento foliar
primeiramente afetado (TAIZ; ZIEGER, 2004).”

Levando em consideracéo todas essas informacdes, é possivel notar o quao
importante o nitrogénio é na vida dos seres vivos, tanto para a manutencdo da
ecologia de um certo ambiente, quanto para o desenvolvimento dos seres vivos,
porém nao € possivel usufruir desse elemento tdo importante sem fatores que facam
com que 0s seres Vvivos consigam absorver em outras formas como nitrato (NO3’) e
amonia (NH4*). Um dos fatores que contribuem de forma direta para essa absor¢éo
pelas plantas sédo as bactérias, no qual elas transformam o nitrogénio da atmosfera
para elementos em que as plantas consigam absorver e se desenvolver, e além de
ajudar a planta, as bactérias conseguem manter o solo sempre abastecido de

nitrogénio na forma de elementos essenciais para ecologia desse ambiente.

3.5 OS MICRORGANISMOS DO SOLO E AS BACTERIAS FIXADORAS DE
NITROGENIO

Os microrganismos sao conhecidos como seres invisiveis a olho nu, ou seja,
seres microscopicos. Sdo seres com a maior diversidade biologica, podendo

apresentar diversas formas celulares e metabolicamente falando, sdo capazes de
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realizar diversas reacdes quimicas conhecidas (VERMELHO et al,2006). Esses seres
sao tao diversos tanto fisiologicamente como morfologicamente e biologicamente, pois
podemos encontrar nos mais variados ambientes, do mais simples deles até ao mais

extremo.

Os microrganismos do solo sdo um dos fatores mais importantes para a biota
do solo em geral, j& que eles sdo a parte viva da matéria organica. Os microrganismos
possuem grupos como bactérias, actinomicetos e fungos onde cada um deles tem
uma caracteristica e funcdes diferentes no solo. Esses microrganismos coabitam em
simbiose com as plantas, entretanto, além de ter um papel importante nas funcdes
ambientais, eles também desempenham papeis biotecnol6gicos como bioinoculantes,
controle biolégico, biorremediacdo, producdo de farmacos, enzimas e entre outras
funcdes. Tendo em vista essas informacbes, € notavel a grandiosidade da
biodiversidade microbiana e o potencial tdo pouco explorado de um elemento de suma

importancia em nossas vidas (GOl et al, 2006).

As bactérias fazem uma parceria harmoniosa com as plantas em prol de um
solo rico em nutrientes para os demais seres também se desenvolverem. Alguns
elementos essenciais para a planta como o nitrogénio, ndo pode ser absorvido
diretamente sem 0s meios necessarios, entdo as bactérias, em especial as fixadoras
de nitrogénio, fazem esse papel de captar o nitrogénio atmosférico e transformar em
Amonia (NH3) para as plantas. As bactérias fixadoras de nitrogénio ou diazotroficas
de vida livre foram reconhecidas ha muitos anos, mostrando todo o seu potencial em
associacdo com gramineas (DOBEREINER, 1958; DOBEREINER, 1959).

As bactérias diazotroficas podem ser classificadas em alguns grupos como:
diazotroficos de vida livre, diazotroficos associativos (endofiticos facultativos ou
endofiticos obrigatérios) e diazotroficos simbidticos (CROPLIFE, 2021). As bactérias
diazotréficas de vida livre podem viver em diversos ecossistemas, estabelecendo
simbioses ou ndo, essas bactérias heterotroficas requerem um ecossistema com
disponibilidade carbono utilizavel, para poder assim, fixar nitrogénio da melhor forma
possivel (MARIN et al, 1999), essas bactérias sdo comumente encontradas em
rizoplanos e na rizosfera da cana-de-agucar, pois os exsudados como os acgucares
estdo envolvidos nesta associacdo entre planta e bactéria (DOBEREINER, 1959). As
bactérias diazotréficas associativas além de contribuirem para o crescimento da

planta, ajuda em outros fatores como a solubilizacdo de fosfato, producdo de
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fitormonios, entre outros diversos fatores. As bactérias diazotroficas associativas
podem ser do tipo endofiticas facultativas ou endofiticas obrigatérias, no qual uma das
suas principais caracteristicas sdo que as bactérias endofiticas facultativas tem um
ciclo de vida bifasico, ou seja, elas podem alternar sua vida entre o vegetal e 0
ambiente, enquanto as bactérias endofiticas obrigatérias dependem estritamente de
uma associacdo com a planta (HARDOIM et al, 2008). As bactérias diazotroficas
simbidticas, tém a capacidade de fixar nitrogénio simbioticamente com o vegetal,
nessas relacdes € possivel encontrar estruturas diferenciadas, em associacdo com
leguminosas, essas bactérias formam ndédulos em relacdo ao rizobio da planta e
nesses nodulos, o rizébio na forma de bacterdide esta associado com a fixacdo de

nitrogénio atmosférico na forma de aménia (MARIN et al, 1999).

A fixacdo de nitrogénio na natureza é complexa, sendo necessario ter
recursos especificos para realizar essa atividade, pois o nitrogénio atmosférico é
formado por dois atomos unidos por uma ligacao tripla, no qual € uma ligacdo muito
forte (HUNGRIA, 2001). As bactérias fixadoras de nitrogénio conseguem fazer essa
conversdo de nitrogénio em amoénia, pois elas possuem uma enzima chamada
nitrogenase que se liga ao nitrogénio atmosférico, o resultado dessa reacédo provoca
uma reducédo de N2 em duas moléculas de amodnia, que é o suficiente para as plantas
absorverem (NASCIMENTO, c¢2021). A partir da habilidade desse tipo de
microrganismos que provém o seu nome de “diazotroficos”, di = 2, azoto = nitrogénio

e trofes = alimento (aqueles que se alimentam de N2, 0 nitrogénio gasoso no ar).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é muito importante também na area
econbmica, plantacdes de feijao, milho e soja, demandam uma grande quantidade

nitrogénio para o desenvolvimento das plantacées, segundo a Embrapa:

“Estima-se que a FBN tenha uma contribuicdo global para os diferentes
ecossistemas da ordem de 258 milhdes de toneladas de nitrogénio (N)
por ano, sendo que a contribuicdo na agricultura é estimada em 60
milhdes de toneladas. No Brasil, 0 caso mais exitoso de sua
contribuicdo é representado pela cultura da soja, onde o uso de
inoculante, a partir da década de 1960, garantiu a competitividade para
a mesma quando comparada com a producdo de outros paises,
refletindo diretamente na balanca comercial do Pais. Caso o
fornecimento de nitrogénio para a cultura da soja tivesse que ser

efetuado via adubacdo nitrogenada seria necessério para uma
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producdo média de 49 sacos/ha (produtividade média da soja na safra
2012/2013) um total de 588 kg uréia/ha (considerando uma eficiéncia
de apenas 60%), a um custo médio (outubro de 2013) de R$ 906,00/ha.
O custo por hectare da inoculagdo é de R$ 8,00. Ou seja, com o
processo de inoculagdo sdo economizados R$ 898,00/ha. Se
considerarmos os 27,7 milhdes de hectares plantados com soja no
Brasil, a economia proporcionada pela ndo utilizacdo de adubos
nitrogenados € da ordem de R$ 24,9 bilhdes anuais, algo em torno de
US$ 10,3 bilhdes de dolares” (Embrapa, c2021).

Essa fixacdo biologica de nitrogénio € o segundo processo biolégico mais
importante para as plantas, atras apenas da fotossintese, e as bactérias diazotroficas
ajudam nesse passo importante para a manutencao ecolégica do ambiente, e essas
bactérias contribuem também para o desenvolvimento ambiental e econémico, esses
microrganismos sao tdo importantes, que interferem tanto na vida do solo e das

plantas, quanto na vida de nds seres humanos.

3.6 OS MICRORGANISMOS COMO BIOINDICADORES DO SOLO

A relagdo dos microrganismos e as plantas € harmoniosa, alguns
microrganismos tem uma relacdo tdo intima que segundo Peter Bakker da Utrecht
University, a planta quando atacada por um patégeno, emite um composto para atrair
certo tipo de microrganismos para “defendé-la” (VICENTE, 2016), isso mostra o
guanto 0s microrganismos sdo importantes para o ambiente quando ocorre um

desequilibrio.

Como o0s microrganismos séo a parte viva da matéria organica, e a matéria
organica esté ligada diretamente com a fertilidade do solo, podemos concluir que os
microrganismos sdo um belo bioindicador do solo, pois qualquer alteracdo que
aconteca no solo, € muito mais rapido obter um diagnostico através dos
microrganismos do que pela propria matéria organica que levam anos para
demonstrar as alteracbes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE MICROBIOLOGIA, 2015).
Além do diagnostico pelos microrganismos serem bem mais rapidos, também é

possivel prever o que ird acontecer com o solo através dessas alteragdes.

Os bioindicadores sdao um elo importante para entendermos sobre a

complexidade do solo, sd&o muitos organismos vivendo no mesmo meio, com
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processos, caracteristicas, comportamentos e necessidades diferentes, e estudar
esses organismos, € entender de forma mais aprofundada como funciona a vida do
solo e suas interacdes. Esses grupos podem ser bactérias, micorrizas, actinomicetos,
entre outras. Com o passar dos anos, 0s grupos funcionais de microrganismos foram
sendo cada vez mais utilizados como bioindicadores de qualidade do solo em areas
de mineracao recém florestadas, solo esse que passou por um alto nivel de estresse
e perdeu grande parte da sua matéria organica. Como 0s microrganismos do solo séo
parte fundamental para a absorcdo e manutencéo de nutrientes essenciais para se
obter um solo fértil, saber sobre sua diversidade e abundancia € muito importante,

principalmente nessas areas de reflorestamento.

Uma das vantagens de se utilizar microrganismos como bioindicadores é seu
baixo custo comparado com outras técnicas fisicas e quimicas (LOBATO, 2015), além
de ser um método com repostas mais rapidas e precisas da qualidade do solo. Porém
€ importante salientar que ndo podemos afirmar que a utilizagdo dos microrganismos
€ a prova de erros, é recomendado que se utilize mais de uma técnica de qualidade
do solo para se ter mais chances de se chegar a uma avaliacdo real do solo como
ressalta MATSUMOTO, 2015:

“Vale ressaltar que nenhum indicador sozinho
consegue caracterizar a qualidade real de uma éarea e
seu potencial de sofrer degradacao, € interessante que
se fagca uso de mais de uma ferramenta para
monitoramento satisfatério. Contudo, a pesquisa na
correlacdo entre indicadores de diferentes naturezas
ainda é bastante escassa, ou necessita de ajustes para
aplicagdo com precisdao” (MATSUMOTO, L. S,
MARQUES, R. D., 2015).

Estes tipos de microrganismos nos dao um grande apanhado de informagdes de como
estd a saude da biomassa de um determinado local, fornecendo uma base para
efetuar alguma intervencao no local estudado. Como os microrganismos sao bastante
NnuUMerosos e Sao sujeitos a alteragdes, faz dele um possivel indicador, na pesquisa
BARROS et al, 2010, um dos objetivos seria gerar indicadores biol6gicos para a
gualidade do solo, uma vez que foi observado o grande potencial desses

microrganismo em indicar essa alteracdo no meio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Documentacdes e requisitos para viagem a mineradora

Meses antes da primeira coleta das amostras de solo na mineradora, a
empresa pediu para que seguissemos alguns protocolos deles, primeiramente
teriamos que agendar com eles um periodo para irmos a Paragominas, de acordo
com o periodo que escolhéssemos, a empresa iria dizer se estava disponivel aquele
periodo e diria a data para irmos a mineradora. Assim que a data pré determinada foi
confirmada, a empresa solicitou exames do tipo admissional e solicitou que
colocassemos a nossa carteira de vacinacdo em dia pois isso fazia parte dos
protocolos para poder adentrar a mineradora. Em paralelo aos exames, a mineradora
também pediu para que comprassemos alguns equipamentos de protecdo individual,
como luvas emborrachadas, Oculos, capacetes, botas com bico de ferro que
suportasse 100 kg, caneleiras de couro e camisas manga comprida com identificacédo
do grupo de pesquisa e do consorcio BRC, logo apés as camisas ficassem prontas, a
mineradora pediu que envidssemos fotos dos componentes do grupo que iriam viajar
com a respectiva camisa para fins de identificar a pessoa no qual iria fazer a coleta.
Apoés todos os documentos serem enviados e aceitos pela mineradora, a primeira
viagem foi autorizada e podiamos entrar na mina de bauxita para a coleta das
amostras de solo no més de setembro de 2018 no auge da seca na regido e
posteriormente teriamos que voltar a mineradora no auge das chuvas na regido para
fazermos mais uma coleta, porém como todas as documentacdes e informacdes do
grupo de pesquisa ja estavam no banco de dados da mineradora, ndo seria preciso

enviar novamente os dados.

4.2. Descricao da metodologia de coleta

A metodologia utilizada para coleta do solo foi o padrdo grid, no qual € muito
utilizado no Brasil dentro dos plantios para identificar variabilidade dos fatores de
fertilidade na plantacéo, pois como areas de mineracéo séo grandes, esse método é
0 mais adequado para ser utilizado na pesquisa. Inicialmente foi pensado em ter 20

metros de distancia de um ponto de coleta para outro, porém quando estdvamos
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combinando as areas de coleta, constatamos junto com o engenheiro ambiental da
mineradora (Figura 6), que em algumas areas onde queriamos coletar, ndo possuia
dimensdes suficientes para que esta metodologia fosse aplicada, entdo diminuimos

de 20 para 10 metros de distancia entre os pontos de coleta.

Figura 1- Levantamento das areas a serem utilizadas para a coleta através do software
Google Earth.

Fonte: Autor.

Figura 2- Desenho esquematico da coleta de solo.
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Fonte: Autor.
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Por fim, o padrdo da coleta ficou da seguinte maneira: adentramos 10 metros
em cada area escolhida, a equipe se separou em 5 pontos, sendo um no centro da
coleta, cada dupla de coletores levava uma ponta de um barbante, quando o barbante
ficava esticado, sabiamos que estavamos distantes 10 metros um do outro (Figura 7),
entdo com um trado perfuramos o solo em aproximadamente 30 cm (pois de 0 a 30
cm de profundidade é onde ocorre a maior concentracdo da microbiota) e puxamos
de volta a superficie para que a por¢cdo de solo fosse depositada em saquinhos
plasticos e assim pudessem ser fechados e etiquetados com o nome da area coletada

e 0 numero da amostra de solo (Figura 8).

Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

Feito isso, adentramos mais 10 metros na area e executamos mais uma vez
a coleta com 4 pontos, eliminando a coleta do ponto central. Para se ter uma melhor
comparacdo de areas levando em consideragcdo tempo e método aplicado,
escolhemos coletar em duas areas com diferentes “idades” entre si, sendo elas:
plantio de mudas 2009, plantio de mudas 2013, regeneracdo natural 2009,
regeneracao natural 2013, nucleagao 2013 e nucleacdo 2016, no qual neste trabalho
iremos diferenciar apenas por antigo e recente em cada area, também coletamos em
uma area onde a vegetacao foi recém retirada para a iniciagéo da extracédo de bauxita,

no qual a mineradora chama de “supressao” (Figura 9).
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Figura 4- Area de supresséo da mineradora.

Fonte: Alaécio D. P. S. Araujo

Em todas as areas foram coletadas 9 amostras, obtendo-se um total de 72 amostras

de solo.

A coleta de solo na mineradora no més de setembro, teve a duracdo de dois
dias para ser totalmente feita, ao final da coleta, todas as amostras de solo estavam
devidamente etiquetadas e foram armazenadas em caixas térmicas para poder
preservar a0 maximo 0s microrganismos durante a viagem de 5 horas de
Paragominas até Maraba, onde foi realizada a parte laboratorial do trabalho. Ao
chegar em Maraba todas as amostras de solo partiram para o laboratério de biologia
geral do curso de Ciéncias Naturais localizado no campus 2 da Unifesspa em Maraba,

e entdo foram separadas por cada area coletada.

4.3. Andlises laboratoriais dos microrganismos

Assim gue chegaram as amostras, a equipe comecou a preparar 0 meio de
cultura sélido NFB (Nitrogen Fixing Bacteria) para a posterior inoculacdo dos

microrganismos em placa de Petri.

A equipe preparou varios meios de cultura para diversos grupos funcionais e
para cada meio de cultura, ocorreu uma diluicdo especifica, pois cada meio é seletivo
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para um grupo biogeoquimico de bactéria, se inocularmos uma quantidade de amostra
com uma diluicdo menor em um meio que seja bem seletivo, muitas col6nias poderiam
crescer, sendo quase impossivel sua diferenciagdo e contagem. Como neste trabalho
estamos considerando apenas o grupo de fixadoras de nitrogénio, a diluicdo para esse
grupo se deu até a 10, pois uma diluicdo maior que essa nao iria ter um crescimento
de coldnias suficientes para a analise. Neste trabalho foram adotadas as medidas em
volume, a equipe considerou essa medida com base em outros estudos e na premissa
gque no ambiente em recuperacdo ambiental, o solo compreende de pequenos
fragmentos de vegetais, pedras, bolhas de ar, agregados, pequenos animais que
poderiam estar contido nas amostras e isso poderia afetar na precisdo dos dados.
Também optou-se por ndo peneirar o material, pois estaria se saindo da normalidade
de um ambiente natural, considerando que o fato de colher uma amostra, embalar em
um saco plastico, transportar e tratar, ja tira totalmente o material de suas condicdes
normais no campo que se pretende estudar e tracar hipéteses. Para a diluicdo (Figura
10), 10 mL de amostra de solo foram acrescentadas dentro de Erlenmeyer contendo
180 mL de solucdo fisioldgica esterilizada na autoclave vertical, formando assim, uma
solucdo concentrada de 200 mL com a amostra de solo, ap6s a mistura no
Erlenmeyer, uma aliquota de 1 mL dessa solucdo concentrada foi transferida para
tubos de ensaio no qual continha 9 mL de solucéo salina esterilizada, a transposi¢ao
da solucdo concentrada para os tubos de ensaio, ocorreu com a ajuda de uma
micropipeta volumétrica calibrada para 1 mL, e entdo essa solucdo € misturada
usando um agitador de tubos vortex, para chegar a diluicdo desejada, a transposi¢ao
de 1 mL da solucao recém agitada € feita para um outro tubo contendo também 9 mL
de solucéo salina e entdo o segundo tubo é agitado no vortex, e assim o procedimento
é repetido até atingir a diluicdo desejada, sempre atentando para ndo usar a mesma
ponteira em tubos diferentes, pois poderia causar alguma alteracdo na posterior
inoculacdo em placas de Petri, a logica da diluicdo se deu na seguinte ordem conforme

imagem (Figura 10):
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Figura 5- Desenho esquematico da diluicdo da amostra.
DILUICAO DAS AMOSTRAS DE SOLO

géé fofof=F=F

MEIOS DE CULTURA E SUAS DILUICOES
- Saboraud: -3

- Actinomicetos: -3

- Solubilizadores de Fosfato: -3

- Fixadores de Nitrogénio: -4

- Celuloliticos: -4

- Proteoliticos: -4

- Amiloliticos: - 4

- Luria Bertani (LB): - 5

Fonte: Autor.

Por fim usando uma micropipeta volumétrica calibrada em 50 pL é feita a
inoculacdo das solugcbes em placas de Petri nos diferentes meios de cultura,
lembrando que para cada meio em que foi inoculado, ocorreu uma diluicdo maior ou
menor da amostra. A inoculacdo do meio para fixadores de nitrogénio se deu com 50
uL da amostra diluida a 10“ sendo inoculada no meio de cultura e espalhada
levemente por toda a placa com o auxilio da al¢a de Drigalski devidamente esterilizada
no bico de Bunsen, essa técnica € chamada de “espalhamento”, feito isso, a placa é
fechada e lacrada com a pelicula Parafilm e levada para a incubadora BOD a 29 °C

para crescimento dos microrganismos.
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Figura 6- Placa de Petri com coldnias de bactérias fixadoras de nitrogénio.
,'/ e -

'

Fonte: Alaécio D. P. S. Aradjo

Apos cinco dias de incubacéo as colbnias cresceram, e assim conseguimos
observar as bactérias que tiveram sua atividade enzimatica aparente pois o meio
seletivo utilizado contém azul de bromotimol (Figura 11), que por sua vez adquire uma
coloragdo esverdeada em pH neutro e azul em pH alcalino, como as bactérias
fixadoras de nitrogénio produzem amadnia ou nitrato, consequentemente o meio onde
elas estdo inseridas fica elevado e entdo é formado um halo enzimético azul em volta
da colbnia, assim é possivel diferenciar qual bactéria é fixadora de nitrogénio e qual
nao €, como a bactéria esta crescendo em um meio de cultivo desprovido de
nitrogénio, e em seu genoma ela possui 0s genes que traduzem as proteinas
nitrogenase, elas fizeram o processo de traducdo e passaram a consumir o N2 do ar.
Em seguida houve a contagem de abundéancia e diversidade de bactérias por meio de
observagéo a olho nu, cada caracteristica visivel como o formato da col6nia, a cor e a
textura e o halo formado em volta da coldénia, eram levados em consideracdo na
contagem dos microrganismos, cada bactéria era identificada com um numero e a
sigla da area em que ela foi coletada. Apés terminada a contagem, as bactérias eram
preparadas para a analise em microscOpio para saber suas caracteristicas gram
positivas ou negativas, e posteriormente ocorreu a inoculagdo das mesmas em placas
de Petri com meio de cultivo Mueller Hinton, para crescimento de col6nias e
posteriormente a preservacdo em glicerol a -20C° a partir da contagem e

diferenciacdo de caracteristicas das bactérias, houve a andlise grafica dos numeros
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em relacéo a cada area, para a observacao da diversidade e abundancia de bactérias
fixadoras de nitrogénio por meio de dados estatisticos, lembrando que estes mesmos

procedimentos foram feitos também na coleta do periodo chuvoso.

4.4 Analise de dados das bactérias fixadoras de nitrogénio

A andlise de dados comecou desde a contagem, assim que tivemos 0s
nameros certos das coldénias que sdo fixadoras, transformamos para dados
estatisticos no formato de planilhas no programa Excel para se ter uma visao mais
ampla e mais organizada dos dados. Os dados foram calculados da seguinte maneira,
0 numero de colbnias fixadoras foi multiplicado pelo numero da diluicdo
correspondente ao meio inoculado e pela parte de 1 mL que foi inoculada na placa,
sendo assim, como a inoculagdo na placa de Petri foi de 50 pL que € a vigésima parte
de 1 mL, entdo a multiplicacdo se deu por 20, e como a diluicdo para os fixadores de
nitrogénio foi de 10 foram acrescentados 4 zeros, ao final desses célculos chegamos
ao numero de unidades formadoras de coldnias por mL de solo, por exemplo: 5
colbnias x 20 (vigésima parte de 1 mL) = 100 UFC (Unidades formadoras de coldnias).

Esses numeros de cada amostra foram somados e divididos por 72, no qual,
se refere ao numero de amostras total para entdo fazermos a média estatistica, essas
médias foram transformadas em gréficos para termos uma nocdo visual das
diferencas obtidas, testes estatisticos também foram feitos para se ter uma analise de
variancia, essa analise € importante pois através dela € possivel saber se as
diferencas entre areas sao reais ou € apenas um acaso. Mais uma vez é importante
salientar que este mesmo procedimento foi feito nos dois periodos em que ocorreu a

coleta e a andlise laboratorial, ou seja, no periodo seco e no periodo chuvoso.

Montadas as planilhas com os nimeros de microrganismos por mL de solo e
0s numeros de morfotipos de colénias por mL de solo, iniciou-se uma analise de
variancia para se comparar esses numeros nas diversas areas em estudo. Para essa
analise foi utilizado o software PAST (Palaeontological Statistics). O PAST trata-se de
um software desenvolvido por Oyvind Hammer e colaboradores, onde se é

constantemente atualizado e € bastante utilizado pelos pesquisadores para fazer as
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suas analises estatisticas por possuir diversas opcdoes de modelos estatisticos
(HAMMER, 2001) . A partir dos resultados obtidos, os mesmos utilizados para
enriquecer os gréficos que foram elaborados com as médias e o erro padréo, gerando

dados visuais mais precisos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ambiente com maior numero em abundancia de bactérias diazotroficas por
mL de solo no periodo seco foi a Floresta (Figura 12). Apesar das areas em estudo
neste trabalho ser as areas onde foi extraido bauxita a alguns anos, para se entender
a dindmica dos microrganismos no solo precisamos fazer algumas comparacoes,
nossas referéncias foram, uma area de floresta préximo das areas em estudo e uma
area onde ainda ndo se explorou a bauxita mas ja foi removida a floresta, chamada
pelas equipes da empresa mineradora de “area de supressao vegetal” e aqui no

trabalho, somente “supressao”.

Figura 7- Grafico de abundancia de fixadores de nitrogénio no periodo seco em todas as
areas.
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Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares

Aplicado um teste estatistico aos numeros de bactérias diazotréficas por mL

de solo em cada area, utilizando o software PAST V.4.03, foi possivel comparar as
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areas pela técnica da “Analise de variancia” (Figura 13), este procedimento estatistico
leva em consideracao varios fatores mas, principalmente a distancia que cada niumero
tem da média em uma amostra, e culmina por permitir interpretarmos se a diferenca
entre a média de uma amostra é “significativa”, ou seja, real em relagdo a outra
amostra ou somente obra do acaso, assim como SABINO e colaboradores. (2016)
utilizou o software para calcular a diversidade de uma comunidade de microrganismos
em uma area de caatinga e utilizou-se também para a comparacéo entre areas em
sua pesquisa, bem como SANTOS (2019) que também usou o mesmo software para
fazer uma comparacdo com a mesma finalidade, o que mostra que o PAST é bem

eficiente nas andlises estatisticas:

Figura 8- Analise estatistica dos dados do periodo seco no software PAST.
& One-way ANOVA

[T Repeated measures

Sum of sqrs df Mean square F p(same)
Between groups: 4.70473E14 7 6, 7210513 4,024 0,01002
Within groups: 267227E14 16 1,67017E123
Total: 7,377E14 23

omega*2: 0,4887

Levene's test for homogeneity of variance, based on means: p(same) = 0002063
Based on medians: p(same) = 0 5965

Weich F test in the case of unequal variances: F=475, df=6 564, p=0,03222

Residuals

Tukey's pairwise comparisons:
Q\ p(same)

Floresta Supressao IReg Ant IReg Rec lP\ant Ant [Plant Rec [Nucl Ant INucl Rec l
Floresta PRt 0,02872 0,8542 0,03219 0,02454 0,1431 0.7228 0,04878
Supressdo 5,312 0,3142 1 1 0,984 0.4443 1
Reg_Ant 1,95 3,362 0,3419 0,2796 0.7978 1 0.4553
Reg Rec $,227 0,08478 3,278 1 0,9893 0.4778 1
Plant_Ant 5,425 0,113 3,475 0,1978 0,9742 04016 0.9999
Plant_Rec 4 069 1,242 2,119 1,158 1,356 0,9081 0.9984
Nucl_Ant 2,317 2,995 0,3673 291 3,108 1,752 0.6062
Nucl_Rec 4918 0,3956 2,967 0,3108 0,5086 0,8476 2,599

Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares

No software PAST, quando duas amostras sao significativamente diferentes,
elas aparecem em cor de rosa no quadro de analises (figura 13), em trabalhos
cientificos, estas diferencas costumam ser demonstradas nos graficos ou tabelas que
trazem os valores representado por letras (figura 12). Neste caso, apesar de na
Floresta ter sido observado os maiores numeros de diazotroficos por mL de solo, a
Floresta nao difere significativamente da Regeneragéo Natural Antiga, nem do Plantio
recente e nem da Nucleacdo Antiga ja que todos apresentaram a letra a. Isso ocorre,
pois, as intervencdes feitas para recuperacdo florestal ja apresentam resultados

significativos aos 6 anos de idade e resultados parecidos com a floresta nativa aos 24
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anos, como mostra o resultado da pesquisa feita por BIZUTI (2017). Logo as areas de
recuperacdo mais velhas tendem a ter um melhor desempenho por ter mais tempo
para seu crescimento e seu solo possuir uma maior populagéo de microrganismos que
toleram mais a seca, como esse periodo na regido é muito severo e com poucas
incidéncias de chuvas, todas as areas incluindo a floresta, passam por um estresse
hidrico e dessa maneira passa a valer a dinamica da espécie mais adaptada, o
microrganismo que se adaptar melhor a esse periodo de seca nao terd concorrentes

e ir4 perpetuar-se naquele meio.

Quando as colbnias foram contadas visualmente nas placas de Petri, além do
namero de colbnias, foi também considerado a quantidade de morfotipos, ou seja,
quantos tipos diferentes de colonias estavam se formando, permitindo assim se
estimar a diversidade de microrganismos diazotroficos por mL de solo nas areas em
estudo. Estes numeros, representados no grafico da figura 14, mostram que diferente
da abundancia, a maior diversidade de bactérias diazotréficas observada no periodo
seco, foi na area de Regeneracdo Natural Recente, pois € onde se encontram as

gramineas.

MELLONI e colaboradores (2004) mostraram que no verdo, onde se tem
maior incidéncia do sol, as areas com seis meses de reabilitacdo com esse vegetal,
registraram rapida proliferacao desse tipo de bactéria, pelo possivel fato de se ter mais
afinidade entre as raizes das gramineas e as bactérias diazotroficas. Como aqui foi
considerado a maior diversidade observada e ndo uma média de varias contagens
como na abundancia, ndo cabe analise estatistica deste dado. Floresta, Regeneracéo
Natural Antiga, Nucleacdo antiga e Nucleacdo recente apresentaram a mesma
diversidade, com apenas dois morfotipos de bactérias fixadoras de nitrogénio

atmosférico.
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Figura 9- Grafico de diversidade de fixadores de nitrogénio no periodo seco em todas as
areas.

Diversidade de diazotréficos - Periodo seco

Maior diversidade observada
o "8 [ ": )

Areas estudadas

Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

A diversidade de microrganismos quando ha disponibilidade de agua e
nutrientes no ambiente muda muito, o que antes havia grande abundancia de poucos
tipos de bactérias, parece se ganhar em varios tipos nesse periodo, mas em menores
populacdes, pelo fato da afirmacdo acima, quando h& maior disponibilidade de
nutrientes, as bactérias tém mais condicdes de se perpetuar, por esse motivo, pode
se ver um maior quantitativo de bactérias diferentes no meio, como se pode ver no

gréfico de diversidade no periodo chuvoso representado na figura 15:



40

Figura 10- Gréfico de diversidade de fixadores de nitrogénio no periodo chuvoso em todas as
areas.
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Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

A Floresta que apresentou uma baixa abundancia de diazotréficos por mL de
solo, apresentou uma alta diversidade com 7 diferentes morfotipos de col6nias (Figura
15). Algumas areas que apresentaram grande abundancia como Plantio Antigo,

guanto a diversidade, se comparam agora a area de supressao vegetal.

A floresta, que no periodo seco tinha a maior quantidade de UFC por mL de
solo, passa a ter uma das menores guantidades, e a area onde agora se observa a
maior abundancia de diazotroficos é Plantio Antigo. Supressao continua sendo a area
com menor abundancia, seguido de nucleacdo antiga. No entanto, neste periodo onde
nao falta agua nos ecossistemas, consequentemente, tem maior disponibilidade de
nutrientes, a variacdo nos numeros é muito alta (Figura 16), em uma mesma area
pode se ter uma amostra com muitos microrganismos por mL e outra bem proxima
com nenhum ou bem pouco. Diferentemente de outras pesquisas, no qual foi
concluido que a variagdo sazonal ndo influenciou na diversidade nem na abundéancia
de diazotréficos (MELLONI et al, 2004).
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Figura 11- Gréfico de abundancia de fixadores de nitrogénio no periodo chuvoso em todas
as éareas.
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Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares

Fato este que se reflete na analise estatistica, todas as areas estudadas
receberam em suas médias a letra “a”, expressa pelas diferengas nao significativas (p
> 0.05) entre estas médias reveladas pela andlise de variancia (figura 17) do software
PAST.

Figura 12- Analise estatistica dos dados do periodo chuvoso no software PAST.
& One-way ANOVA

|~ Repeated measures

Sum of sqrs df Mean square F p(same)
Between groups: 2,7789E14 7 3,96986E13 1,34 0,2574
Within groups: 1,18512E15 40 2,9628E13

Total: 1,46301E15 47
omega*2: 0,04723

Levene's test for homogeneity of variance, based on means: p(same)= 0,01322
Based on medians: p(same) = 0,3141

Welch F test in the case of unequal variances: F=4998, df=1526, p=0,004161

Residuals |

Tukey's pairwise comparisons:

Q\ p(same)
Floresta Supressdo |Reg Ant IReg Rec IPtant Ant IPlant Rec INucl Ant INucl Rec I

Floresta 0,9974 0,9843 1 0,5461 0,9988 0,9998 0,9991
Supressdo |0,945 0,7648 0,9754 0,1904 0,9072 1 0,9144
Reg_Ant 1,275 222 0,9988 0,9689 1 0,866 1

Reg_Rec 0,435 1,38 0,84 0,7403 1 0,9936 1

Plant_Ant  |2,715 3,66 1,44 2,28 0,8835 0,2756 0,8749

Plant Rec  |0,84 1,785 0,435 0,405 1,875 0,9613 1

Nucl_Ant 0,66 0,285 1,935 1,095 3,375 1.5 0,9652

Nucl Rec 0,81 1,755 0,465 0,375 1,905 0,03 1,47

Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.
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Ao comparar os dois periodos investigados, seco e chuvoso, tanto em
abundancia quanto diversidade pode-se destacar quais as areas que se comportam
de maneira semelhante ou diversa, no grafico da figura 18, esta sendo comparado o

namero de UFC por ml de solo nos periodos seco e chuvoso.

Figura 13- Comparacéo de abundancia entre areas nos dois periodos.
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Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

As areas que se comportam em proporcionalidade da mesma forma que a
Floresta, ou seja, com maior abundancia no periodo seco e menor no periodo
chuvoso, sdo Regeneracdo Natural Antiga e Nucleacdo Antiga, Supressédo também
em tendéncia, mas com numeros muito reduzidos como era esperado de uma area

gue teve sua vegetacado e camada organica do solo totalmente removidas.

Quanto a diversidade, a comparacao entre os dois periodos vista no gréafico
da figura 19, revela Regeneracdo Natural Antiga, Plantio recente e Nucleacdo Antiga

com comportamentos semelhantes ao da Floresta.
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Figura 19- Comparacéao de diversidade entre areas nos dois periodos.
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Fonte: SUBPROJETO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

Analisando os dois graficos comparativos, tanto em abundancia quanto em
diversidade, apesar de diferencas nos numeros, quanto ao comportamento, duas

areas se assemelham a Floresta: Regeneracédo Natural Antiga e Nucleacédo Antiga.

A floresta amazénica é um ecossistema antigo, que levou milhées de anos
para se definir com as caracteristicas que tem hoje, € evidente que perturbacdes,
sobretudo as muito grandes como as provocadas pela mineracdo, ndo vao ser
mitigadas a curto prazo, e talvez nunca o sejam, afinal, foram milhGes de anos de

formacao do solo e adaptacao das espécies que influenciam inclusive o clima.

Porém, por dados aqui observados é possivel se inferir que algumas técnicas
de restauracdo podem ter maior sucesso no proposito de tornar a area semelhante as
florestas que restaram na regido e que o tempo € o fator determinante, afinal, as duas
areas que se assemelham a floresta quanto a dindmica dos microrganismos
diazotréficos, Regeneracdo Natural e Nucleagcdo, sdo de instalacdes antigas, que
reforca os resultados obtidos por PEREIRA (2019) onde constatou que a area de
regeneracdo natural do ano de 2009, obteve uma alta concentragdo de matéria

organica, o que se assemelhava com a floresta.
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6 CONCLUSOES

A partir dos dados e analises obtidas, podemos ver que o periodo seco é a melhor
época para fazer as comparacdes, pois € onde se observa as maiores diferencgas entre
areas de reflorestamento estudadas, como € um periodo com escassez de agua e
nutrientes, se torna um ambiente dificil até mesmo para a floresta, e um filtro natural

para verificar o desenvolvimento e qualidade das técnicas de reflorestamento.

Levando em consideracdo os grupos de microrganismos fixadores de nitrogénio, a
area mais parecida com a floresta, foi a area antiga de regeneracdo natural e
constatamos também que o tempo € a esséncia fundamental para esse grupo de
microrganismos tentar voltar a um equilibrio, pois em &reas antigas de técnicas
empregadas pela mineradora, foram as que tiveram indices parecidos com as da

floresta nativa.

Vale ressaltar que estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio sendo utilizadas
como bioindicadores para reflorestamento ainda € bem pouco na literatura, e se torna
muito importante ter mais estudos desse grupo de microrganismo para qualidade do
solo, pois esse tipo de bactéria € muito importante para a manutencao e qualidade do
solo, podendo resistir por periodos onde as chuvas sdo escassas, se tornando mais
uma alternativa para a agropecuaria e restauracdo ambiental como biofertilizante de

crescimento natural.

Esta pesquisa é grande importancia, pois empresas que precisam reflorestar,
ganham um norte para um reflorestamento mais eficaz, e podem direcionar um capital
maior para projetos nas comunidades da regido. A pesquisa ainda mostra um leque
de possibilidades na utilizacdo desse tipo de bactéria, apresentando uma alternativa

natural para outros setores da sociedade.
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