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RESUMO

A atividade mineraria tornou-se um importante fator de melhoramento da
qualidade de vida da populagéo, principalmente da regido norte do Brasil, por gerar
novos postos de trabalho e contribuir significativamente para dinamizar a economia
nacional e regional. No entanto, ha consequéncias resultantes do processo de
extracao de recursos minerais, pois para minerar em uma determinada area, é preciso
suprimir uma grande extensdo de florestas, provocando desse modo, danos
estruturais irreversiveis, na flora, fauna e na microbiota que compdem o local e
gerando portanto, grandes impactos ambientais. Em contrapartida, uma mineradora
localizada no municipio de Paragominas no estado do Para, tem adotado trés
diferentes técnicas de restauracao florestal para amenizar e reduzir significativamente
os impactos ambientais provenientes da mineragcao de Bauxita. Apds a aplicacao
dessas técnicas de restauracdo, a empresa buscou saber qual método apresentou
maior eficiéncia em termo de recuperagao. Para isso, microrganismos do solo e suas
atividades biogeoquimicas foram utilizados para realizar uma analise comparativa
entre areas. E para efetivar essa comparacéo, foi necessario que o grupo de pesquisa
do BRC realizasse coletas de solo em periodos sazonais distintos nas trés areas de
restauragdo: Nucleacdo, Regeneragao e Plantio de Mudas. E entdo, as amostras de
solo coletadas foram processadas em laboratério, passando por diferentes etapas
metodoldgicas (diluigdo do solo, inoculagdo ou plagueamento, contagem da
diversidade e quantidades das unidades formadoras de colénias UFCs por mL de solo,
isolamento e teste de Gram). Os dados obtidos das analises comparativas das areas,
permitiu alcangar os seguintes resultados: No periodo seco, a maior diversidade
microbiana de solubilizadores de fosfato, foi encontrada em: Regeneragao Natural
Recente e Nucleagdo Antiga, ja em termos de quantidades ou abundancia desse
grupo funcional, a area de mais destaque por mostrar-se um desenvolvimento
significativo no periodo seco foi: Regeneragao Natural Recente. No periodo chuvoso
a diversidade microbiana manteve-se igual em todas &reas analisadas. Ja a maior
abundancia de microrganismos encontrada nessa sazonalidade e portanto, nas
respectivas areas estudadas e analisadas as que mais se destacaram nesse cenario
comparativo em termo de quantidade microbiana foram: Plantio Recente e

Regeneracdo Natural Antiga.

Palavras-chaves: Microbiota. Solo. Restauracdo Ambiental.



ABSTRACT

Mining activity has become an important factor in improving the quality of life
of the population, mainly in the northern region of Brazil, as it generates new jobs and
significantly contributes to boosting the national and regional economy. However, there
are consequences resulting from the process of extracting mineral resources, because
in order to mine in a certain area, it is necessary to remove a large extension of forests,
thus causing irreversible structural damage to the flora, fauna and microbiota that make
up the place. and therefore generating major environmental impacts. On the other
hand, a mining company located in the municipality of Paragominas in the state of
Para, has adopted three different forest restoration techniques to significantly mitigate
and reduce the environmental impacts arising from bauxite mining. After applying these
restoration techniques, the company sought to find out which method showed the
greatest efficiency in terms of recovery. For this, soil microorganisms and their
biogeochemical activities were used to perform a comparative analysis between areas.
And to effect this comparison, it was necessary for the BRC research group to carry
out soil collections in different seasonal periods in the three restoration areas:
Nucleation, Regeneration and Seedling Planting. Then, the collected soil samples were
processed in the laboratory, passing through different methodological steps (soil
dilution, inoculation or plating, diversity count and amounts of CFU colony forming units
per mL of soil, isolation and Gram test). The data obtained from the comparative
analysis of the areas, allowed the following results to be achieved: In the dry period,
the greatest microbial diversity of phosphate solubilizers was found in: Recent Natural
Regeneration and Ancient Nucleation, in terms of quantities or abundance of this
functional group, the The most prominent area for showing a significant development
in the dry period was: Recent Natural Regeneration. In the rainy season, the microbial
diversity remained the same in all analyzed areas. The greater abundance of
microorganisms found in this seasonality and therefore, in the respective areas studied
and analyzed, the ones that stood out in this comparative scenario in terms of microbial

quantity were: Recent Planting and Ancient Natural Regeneration.

Keywords: Microbiota.Soil.Environmental Restoration.
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1. INTRODUGAO

Uma mineradora norueguesa, que atua em 40 paises, possui mais de 140
unidades atuantes espalhadas pelo mundo, emprega atualmente cerca de 34 mil
pessoas, e é reconhecida por ser uma empresa de mineragéo multinacional. E porisso
pretende expandir ainda mais seus negocios, em fungédo disso, passou a operar no
municipio de Paragominas, no estado do Para, uma de suas unidades que é
responsavel pela extracdo de bauxita (matéria prima do aluminio).

A exploragao de minérios se tornou uma atividade imprescindivel a regido
norte do Brasil, tanto por aspectos econdmicos quanto por aspectos sociais. Porém,
em termos ambientais, a devastacao de florestas e a alteragdo do solo e agua além
da deposicao de rejeitos € algo extremamente agressivo. Por isso, a mineradora vem
utilizando trés diferentes técnicas para revegetar as areas apés a mineragao de
bauxita, que sdo: Plantio de Mudas, Regeneracado Natural e Nucleacéo.

Embora a atividade mineraria tenha se tornado fundamental para o Brasil,
sobretudo na regido norte, por gerar riquezas, empregos e contribuir para o
desenvolvimento socioeconémico local. Porém, toda atividade antropica deixa marcas.
As marcas negativas da mineragdao sao as areas desmatadas e com o solo
desestruturado, que no caso da bauxita, sdo muito grandes os impactos gerados.

No entanto, a empresa mineradora localizada em Paragominas busca
remediar esse passivo por questdes legais e por visar a maior qualidade em suas
operagoes, selos internacionais e também funcionar 100% dentro da legislagao
ambiental. Ja investiu muito em trés métodos de restauracdo (Plantio de Mudas,
Regeneracgédo Natural e Nucleagao) e quer saber se valeu a pena o investimento. Por
isso, em 2013 a empresa abriu suas portas para universidades (UFPA, UFRA,
Universidade Federal de Oslo e centros de pesquisa (Museu Paraense Emilio Goeldi)
e propls parcerias para estudar as areas em recuperagao e para receber propostas
de novas técnicas. A partir dai surgiu assim, um consorcio chamado BRC.

O consorcio BRC, abreviagao de Biodiversity Research Consotium Brazil-
Norway ou em portugués: Consércio de Pesquisas em Biodiversidade Brasil-Noruega,
tem como objetivos centrais: 1) Desenvolver atividades de pesquisas, como por
exemplo, O monitoramento de biodiversidade em areas de mineragao e arredores; 2)
estudar e desenvolver métodos de restauracao de florestas tropicais, incluindo

restauragdo da biodiversidade e dos solos florestais; 3) fortalecer parcerias entre
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empresa e universidades e; 4) integrar estudantes nas pesquisas e promover o
Intercambio internacional.

Foi dentro do BRC, que foi proposto esse projeto, devido as bolsas estudantis
que eram disponibilizadas e que subsidiavam as pesquisas. Em outras palavras, esse
projeto surgiu a partir da proposta de fazer a comparagdo das areas utilizando a
técnica dos Grupos Funcionais de Microrganismos do solo: Os solubilizadores de
fosfato.

Portanto, o problema de pesquisa desse trabalho é definir qual método de
restauragdo florestal € o mais eficiente. Para isso, microrganismos do solo foram
utilizados como bioindicadores de qualidade, pois a qualidade do solo pode ser
observada por meio de atividades e diversidades de microrganismos presentes. Esses
microrganismos desempenham papeis fundamentais no que tange a sustentabilidade
dos esquemas de producdo e por manterem funcdes cruciais a saude do solo
(NOGUEIRA; HUNGRIA, 2013).

Os microrganismos presentes no solo sdo responsaveis por realizar diversas
atividades cruciais e vitais para o meio ambiente, pois eles tém a capacidade de
degradar substancias consideradas complexas e que desta maneira, sé&o
fundamentais para melhorar a fertilidade do solo. E através do estabelecimento de
relagcdes simbidticas entre bactérias, fungos e raizes que ocorre a formacgao das
micorrizas e a solubilizagcdo do fosfato e nesse processo simbidtico, as plantas séo
beneficiadas, pois o fosfato é solubilizado e torna-se disponivel (SOUCHIE et al., 2007;
SILVA et al., 2011).



15

1.1. OBJETIVOS

Objetivo Geral
e Comparar areas em restauragao ambiental apds a mineragéao de bauxita com base

na dindmica dos microrganismos do solo.

Objetivos especificos
e Conhecer o processo de extragcao de bauxita na integra;
e Coletar solo em areas de restauragdo ambiental apos mineracéo de bauxita em
diferentes épocas do ano
e Analisar a quantidade e diversidade de microrganismos em amostras de solo
colhidas em areas ja em processo de restauragao.
e Comparar a quantidade e a diversidade de microrganismos de amostras entre

si e com as areas de florestas nao perturbada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciéncias Naturais e a educagao ambiental

A Educacao ambiental pode ser entendida como um processo continuo, onde
os individuos que compdem a sociedade e que tendo adquirido a consciéncia e o
conhecimento dos problemas ambientais, excogitam individualmente ou coletivamente
a solugao dos problemas ambientais contemporaneos e subsequentes (DIAS, 1992).
Portanto, a educacdo ambiental tem como objetivo alcangar toda a populagao,
partindo da premissa de que todo cidadao deve ter conhecimento a respeito dessa
tematica, para assim poder atuar na busca por solugbes dos atuais problemas
ambientais (MARCATTO, 2002).

E por isso, o curso de Licenciatura em Ciéncias Naturais, da Unifesspa, em
maraba, tem como objetivo formar cidadaos e profissionais altruistas, ou seja, que
pensa no “outro”, e que se preocupam com os problemas socioambientais existentes
na sociedade. Esses profissionais devem atuar buscando melhorias para a populagao,
analisando alternativas que viabilizem um retorno positivo para a sociedade. O
profissional formado em ciéncias, se preocupa com os problemas ambientais e usa de
seus conhecimentos técnicos, cientificos e experiéncias para buscar solugdes para
tais problemas e além disso, o professor de ciéncias deve ser o norteador das criangas
e adolescentes no processo de ensino e de aprendizagem, fazendo com que esses
adolescentes, criancas e jovens tenham conhecimento a respeito dos problemas e
impactos ambientais existentes, as suas consequéncias, suas causas e origens e
também fazer com que esses alunos reflitam sobre esse tema e repasse essas
informacgdes adquiridas na escola para mais pessoas (Projeto Pedagdgico Do Curso

De Licenciatura Em Ciéncias Naturais - PPC, 2010).
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2.2 Microrganismos como ferramentas para monitoramento ambiental

Entende-se como monitoramento ambiental o conjunto de medidas e ou
observagdes de alguns paradmetros que ocorrem de maneira regular no meio
ambiente. O monitoramento ambiental surge da necessidade de avaliar e ou controlar
a qualidade de um meio, como por exemplo: Avaliar a qualidade do solo, da agua ou
até mesmo a qualidade do ar. E para isso, torna-se imprescindivel o uso de
ferramentas para executar essa analise de qualidade. Para obter resultados eficazes
e irrefutaveis quanto ao controle ou a avaliagédo de qualidade do meio (agua, ar e solo)
€ necessario o emprego de estratégias de amostragens e o uso de técnicas analiticas
que possibilite o alcance de tais resultados (POZZA; SANTOS, 2015)

Os microrganismos do solo podem ser utilizados como ferramentas de
monitoramento ambiental ou como fator determinante da qualidade do solo, isso deve
ao fato de ocuparem a base da cadeia trofica e pela razdo de estarem inerentemente
envolvidos em processos de cunho ecoldgicos. E para fazer a analise da qualidade de
um solo é necessario partir da premissa de identificagdo de padrbes que indiquem a
preservagao e ou a deterioragao no seu estado. (ZILLI et al., 2003).

A saude ou a qualidade do solo pode ser entendida atualmente através do
equilibrio existente entre os condicionantes geoldgicos, hidroldgicos, quimicos, fisicos
e bioldgicos (BRUGGEN, SEMENOV, 2000; SPOSITO, ZABEL, 2003). O termo
‘qualidade do solo’, que muitas vezes € substituido por ‘saude do solo’, esta
relacionado a habilidade do solo em fornecer aportes necessarios a producao
biolégica dentro do limites dos ecossistemas, e como resultado tem-se a manutencao
do equilibrio ambiental e a promo¢ao da saude de plantas, animais e do homem
(DORAN et al.,1996; SPOSITO, ZABEL, 2003).

Nos ultimos anos, tem -se especulado a respeito da utilizacdo da diversidade
microbiana como indicadora de qualidade do solo, principalmente apds a chegada da
biologia molecular que veio pra revolucionar e favorecer a analise de microrganismos
contidos em amostras ambientais (COUTINHO et al., 1999; ROSADO, 2000; TIEDJE
etal.; 2001).

2.3 A importancia do fosforo para os seres vivos
O fésforo (P) € um elemento quimico ametal, que faz parte do grupo do
nitrogénio e pode ser encontrado na natureza como fosfato. A palavra fosforo tem sua

origem do grego, onde “Phos” quer dizer luz e “phoros” significa portador. O fosforo é
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considerado um macronutriente essencial para os seres vivos, por ser responsavel
pela realizagao de varias fungdes fundamentais, tanto em plantas como também em
animais (PANTANO et al., 2016).

No solo, o fésforo pode ser classificado em dois grandes grupos, organico e
inorganico, e ou ainda pode se encaixar na definicdo como labil e nao labil. A diferenga
existente entre esses dois grupos, esta relacionado a natureza dos compostos ao qual
ele esta ligado. Desta forma, torna-se dificil a identificacdo das formas de fosforo,
devido a ocorréncia de grandes variedades de processos reacionais e de seus
compostos (SANTOS; GATIBONI; KAMINSKY, 2008; GATIBONI, 2003).

Para obter-se o fosforo, € necessario realizar um processo de extragao em
rochas fosfaticas, também chamadas de fosforites e essas fontes utilizadas para a
obtencéo do fosforo sao finitas. Até 2050, é esperado que a demanda por fésforo seja
duas vezes maior e como consequéncia, é previsto que nos proximos 100 anos havera
0 esgotamento mundial das jazidas de rochas fosfaticas (PAGANINI, QUEVEDO
2010).

De acordo com Aduan, Vilela e Reis (2004, p.18)

A disponibilidade do elemento fésforo (P) controla muitos aspectos do
funcionamento dos ecossistemas em escala local e a quimica global. O
fésforo em tecidos vivos, € um componente essencial da molécula de DNA,
ATP e de todos os fosfolipidios de membrana. Assim, o fésforo € condigao
indispensavel para a presenca e a manutencdo da vida em qualquer
ecossistema.

O fésforo € um nutriente mineral e € um dos requisitos fundamentais para que
haja saude, desenvolvimento e crescimento dos animais. Tem participagao crucial nas
funcdes bioquimicas e fisioldgicas das células. E atua também nos processos de
formacdo e construcdo das estruturas osseas dos animais e ainda opera na
manutencgao do esqueleto animal, servindo como suporte para os musculos e 6rgaos
(GONZALEZ; SILVA, 2006).

Ja no que diz respeito ao mundo vegetal, o fosforo esta totalmente envolvido
no desenvolvimento, crescimento e nos processos metabodlicos das plantas, pois atua
na transmissao de energia da célula e desempenha um papel crucial no processo de
respiracao e fotossintese das plantas. Desse modo, o fésforo € um mineral crucial para
o desenvolvimento dos vegetais (STAUFFER; SULEWSKI, 2004; TAlZ; ZEIGER,
2013).

Para que ocorra a absorg¢ao do fosforo pelas plantas, € necessario que esse

nutriente estabeleca uma conexao com o sistema radicular. Apos esse contato, as
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plantas absorvem ativamente o fésforo, havendo assim, o consumo de energia, por
meio da difusdo, porque o conteudo do fosforo nas raizes € muito maior do que o
conteudo de fésforo no solo (PAULILO; VIANA; RANDI, 2015,).

A agua é um fator indispensavel para a disponibilidade de fosforo para as
plantas. Porque se ndo ha agua, nao havera também o processo de difusdo e isso
impossibilitara a absorgéo do fosforo pelas plantas. Quando as plantas sao cultivadas
em solos ou substratos com pouco ou nenhum fésforo, é facil observar a necessidade
da planta de encontrar o fésforo, pois ela emitira raizes secundarias para abranger
uma area maior na rizosfera para assim, poder ter a maior alcance de nutrientes
(minerais) e agua (VERZUTTI, 2021).

Portanto, através das literaturas aqui ja revisadas, é possivel concluir que o
fésforo € um macronutriente de extrema relevancia e utilidade para todos os seres
vivos, pois desempenha funcbes essenciais; dentre essas fungdes destaca-se:
fungdes bioquimicas e fisiologicas. Sendo assim, um recurso natural com fontes
finitas. Portanto, o uso desenfreado e irresponsavel desse elemento vital pode

deflagrar futuramente no esgotamento total das jazidas de rochas fosfaticas.

2.4 Bactérias solubilizadoras de fosfato

Existe na microbiota do solo, bactérias com potencial de solubilizacdo de
fosfatos e como consequéncia a disponibilizagao do fosfato para as plantas é feita por
meio de dois mecanismos reacionais: primeiro é a solubilizagdo do fosfato inorganico
e 0 segundo é a mineralizagdo de fosfato organico. Elas tém essa habilidade de
solubilizar o fosfato devido a sua capacidade de sintetizar acidos organicos, e desta
maneira tornam o fosfato acessivel as plantas e por isso, esses microrganismos
desempenham um papel importante na ciclagem de nutrientes e na disponibilizagao
de fosforo na natureza (OLIVEIRA et al., 2009; RICHARDSON; GOMES et al., 2014;
VASSILEV et al., 2014; SILVA,1998).

As bactérias dos géneros: Bacillus, Pseudomonas e Agrobacterium sao
conhecidas por atuar na microbiota do solo solubilizando fosfato inorganicos. Além das
bactérias, ha também grupos funcionais de fungos solubilizadores de fosfato, como
por exemplo os dos géneros: Aspergillus e Penicillium (SIQUEIRA et al., 2004).
Porém, os estudiosos e pesquisadores ddo mais atencao as bactérias, devido elas
terem maiores potenciais nos processos de solubilizagdo de fosfato (BARROTI;
NAHAS, 2000).
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As bactérias solubilizadoras de fosfatos inorganicos, tém capacidade de
disponibilizar o fésforo complexado a Ca, Fe e Al, através da liberacdo de acidos
organicos; dentre esses acidos liberados, pode-se destacar: Acidos laticos, glicélico,
citrico, malico, oxalico, succinico e tartarico (KUCEY et al.,1986; MENDES; JUNIOR,
2003). Enquanto as bactérias que atuam na mineralizagdo do fésforo, sintetizam
enzimas para poder liberar fésforo orgéanico, e dentre essas enzimas produzidas a que
mais se destaca € a fosfatase acida, por ser a mais frequente nesse processo de
producao enzimatica (INUI, 2009; RICHARDSON et al., 2009; OGBO, 2010;
VASSILEVA et al., 2010; PAIVA et al., 2018).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato, fazem o uso de meios distintos
para converter fosfato que apresenta pouca solubilidade em fosfato soluvel, por meio
de processos de acidificacdo, quelacdo e reagdes de troca. Porém, o meio mais
utilizado para esse fim, é a solubilizacdo, através da sintese de enzimas e acidos
organicos (HAMEEDA et al., 2008; YOUNG et al., 2013; BALIAH et al., 2016; ABREU
etal., 2017).

Foi a partir do conhecimento e estudos de grupos funcionais de
microrganismos com atividades biogeoquimicas especificas, como bactérias
solubilizadoras de fosfato que surgiram pesquisas para desenvolver métodos de
conservagcao ambiental e técnicas de melhoramento dos processos agricolas
(GOLDSTEIN,1986; GOMES et al., 2014). Portanto, fazendo o uso adequadamente
desses microrganismos e desenvolvendo e intensificando pesquisas, sera possivel
obter avancgos maiores, nessa area, que podera reduzir impactos no meio ambiente e

assim, minimizar ou até mesmo substituir o uso de fertilizantes fosfatados.

2.5 Os microrganismos do solo

Os microrganismos sao seres vivos muito pequenos, e que sé podem ser
visualizados individualmente, mediante o uso do microscopio. E esses seres podem
crescer, reproduzir e se desenvolver rapidamente. Sdo exemplos de grupos principais
de microrganismos: Bactérias, fungos, arqueas, algas, protozoarios e virus, embora
este ultimo nao apresente estrutura celular e s6 € considerado como ser vivo, quando
esta parasitando outro ser (VERMELHO, et al., 2006).

Esses seres diminutos podem viver, reproduzir e desenvolver-se nos mais
variados tipos de ambientes, dentre essa diversidade de ambientes, destaca-se a

agua, o solo, o ar e até mesmo o nosso corpo. Porém, o principal habitat dos
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microrganismos € o solo, que é o local onde eles podem ser encontrados em maiores
quantidades e diversidades, devido ao solo ser um ambiente que, de modo geral,
propicia um bom desenvolvimento e uma taxa de crescimento maior desses seres
(NICOLAU, 2016).

Os microrganismos que compdem a microbiota do solo s&o responsaveis por
realizar atividades e fungdes fundamentais, dentre essas atividades destaca-se a
decomposigao de residuos organicos, ciclagem de nutrientes e atuagdo no fluxo de
energia do solo. Estdo envolvidos também, tanto na transformacdo da matéria
organica, quanto na estocagem de carbono e nutrientes minerais (JENKINSON;
LADD, 1981).

No entanto, s6 a apreciacao da quantidade de biomassa n&o é suficiente para
revelar os niveis de atividade da populagdo de microrganismos do solo, desta forma,
torna-se relevante avaliar modelos que visem a estimagdo da atividade microbiana,
como por exemplo: A respiracdo microbiana e atividade enzimatica, para deste modo,
poder analisar o estado metabdlico das comunidades de microrganismos do solo
(BOWLES et. al., 2014).

Os microrganismos sao conhecidos por causarem uma série de doengas e
infeccbes, podendo inclusive levar o individuo a morte, além de contaminar a agua e
prejudicar plantacdes. Porém, por mais que exista esses pontos negativos com
relagao a esses seres, vale ressaltar que eles podem ser utilizados em beneficio da
humanidade, pois tém aplicabilidade nas mais variadas areas. Como por exemplo: na
industria farmacéutica para fabricagdo de remédio, como € o caso do fungo da espécie
Penicillium notatun, o qual produz o antibiético penicilina; além do mais, algumas
espécies desempenham um papel importante para produgéo de iogurte queijos, paes,
bolos, vinhos e cervejas (VERMELHO; et al., 2006).

2.6 Mineragao de bauxita

A bauxita € um recurso natural e considerada a principal fonte natural de
aluminio. Foi descoberta em 1821, pelo gedlogo Pierre Berthier, na cidade de Les
Baux, na Franca. Por isso, recebeu a designagao de bauxita, em referéncia ao nome
da cidade francesa. A bauxita possui uma cor avermelhada e ocupa a terceira posicao
no ranking de elementos mais abundantes encontrados na litosfera (Associagéo
Brasileira do Aluminio — Abal, 2017).
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Sobre a mineracgao é valido sintetizar que:

A mineragdo é uma das atividades produtivas mais antigas da histéria
humana. A extracdo e beneficiamento de minerais que se encontram em
estado natural no meio ambiente possibilitaram uma enorme variedade de
produtos, que fazem parte da vida moderna e refletem o desenvolvimento da
sociedade. Apesar da definicdo simples, a mineracdo é uma atividade
complexa, que envolve volumosos investimentos, planejamento de longo
prazo, acesso a recursos naturais, além da interag&o e didlogo com um amplo
espectro de stakeholders, desde acionistas e investidores, passando por
orgaos reguladores as comunidades que vivem no entorno das localidades
em que a atividade mineradora ocorre. (ABAL, 2017, pag.6).

O processo para extrair a bauxita, seque em etapas: Supresséo vegetal -
nessa etapa ocorre a supressao vegetal do local que sera minerado. Mas antes disso
¢ feita a catalogagéo de todas as espécies de plantas que compdem a flora local, pois
apds o0 processo de mineracdo essas espécies endémicas serdo utilizadas para
revegetar a area minerada. Na segunda etapa ocorre a remogao dos horizontes A e B
do solo, também conhecidos como topsoil. A remogédo desses horizontes pode
abranger uma espessura média de 11,4 m, porém passivel de sofrer variagdes entre
2,1 a 16,5 m acima da camada da bauxita. O processo de extragcao de bauxita &
realizado pelo método conhecido como strip mining (mineracao em tiras ou faixas). Ja
na terceira e ultima etapa o minério ja extraido é transportado para a area de
beneficiamento inicial (WORLD ALUMINIUM, 2018).

Apos a exploragao do minério, ocorre processo de reconformagao do relevo
local alterado. A reconformacgéo da-se por meio da distribuicao e nivelagdo do estéril,
e em seguida é feito o espalhamento do topsoil sobre a camada do estéril ja nivelada
e distribuida adequadamente. Feito isso, € dado inicio ao processo de recuperagao
vegetal das areas suprimidas no processo de extragdo, para que dessa forma, o
ambiente degradado possa ser restabelecido do melhor modo possivel ao seu estado
natural inicial (WORLD ALUMINIUM, 2018).

A producao mineral brasileira de aluminio alcangou no ano de 2006, cerca de
22 milhdes de toneladas, colocando o Brasil em segundo lugar mundialmente,
representando, portanto, 12,4% da produc¢ao global. Sendo ultrapassado apenas pela
Australia, que no mesmo ano ocupou o topo da producao mundial de aluminio. Ja em
termos percentuais, a Australia foi responsavel por representar 34,5% da produgcao
mundial de aluminio em 2006 (SAMPAIO; ANDRADE; DUTRA, 2008).

O Brasil tem uma grande representatividade no ranking mundial de produgéao
e reservas de minérios. Uma parte expressiva do PIB nacional (Produto Interno Bruto)

€ oriunda da extracao de recursos minerais. S6 no ano de 2017, a produgéao mineral
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do Brasil alcancgou a casa dos 55 bilhdes de délares. Entre os minérios explorados, a
bauxita € que mais se destaca, pois no ano de 2016, foram extraidas cerca de 32,45
milhdes de toneladas (Departamento Nacional de Producao Mineral -DNPM, 2017),
representando dessa forma, mais de 80% da produgao nacional (Instituto Brasileiro
De Mineragao — IBRAM, 2015).

A regido norte do Brasil concentra grande parte dos pontos de exploragao
mineral de bauxita e possui grandes reservas em atividades minerarias. No estado do
Para destaca-se os municipios de Oriximina, Paragominas e Juruti, por possuir
reservas, pontos de exploragdo mineral e grandes projetos de exploragdo. Devido a
essas instalagdes de empresas mineradoras nesses municipios, nos ultimos anos, foi
possivel constatar um crescimento econdmico relativamente maior, quando
comparado aos anos anteriores, e foi notério a geragdo de novos postos de trabalhos,
contribuindo dessa forma, para o crescimento e desenvolvimento socioeconémico
local (MOURA et al., 2008; TRINDADE, 2011; WANDERLEY, 2012).

Uns dos aspectos importantes e positivos resultante do processo de
mineracao é a geragao de novos postos de trabalho, o alavancamento da economia
local e 0 melhoramento do modo vida das pessoas, porém o meio ambiente sofre
algumas consequéncias disso, pois, para minerar uma area € necessario a remogao
da cobertura, e a retirada de algumas espécies de animais do local e muitas vezes
comunidades de pessoas perdem o seu lar em consequéncia da mineragao.

Além disso, muitas das vezes, ocorre desses empreendimentos minerarios
atuarem com irregularidades nao respeitando, portanto, as legislacdes ambientais e
nao dando a devida importancia a promogao de projetos, pesquisas e outras agoes
mitigadoras que visem a restauracéo florestal e ambiental das areas mineradas, para
assim, poder reduzir impactos ambientais. E quando alguns desses empreendimentos
minerarios agem dessa forma, as consequéncias dessa atitude negligente pode
resultar em sérios problemas para o meio ambiente e para a populagdo que reside as
proximidades, que sofre danos terriveis, pois os riscos de um desastre ambiental
aumenta, se tornando iminente, e quando acontece, desencadeia uma série de
prejuizos ambientais e sociais, como aconteceu em Minas Gerais com o rompimento
da barragem da Samarco, em Mariana, e da Vale em Brumadinho, deixando muitas
vitimas fatais, e por fim, o solo, ecossistemas e a prépria populagado sofreram danos
irreversiveis (SILVA, 2001; SANCHES; MECHI, 2010; CHRISTOFOLETTI et al., 2012;
WANDERLEY, 2019).
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2.7 Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) sdo microrganismos do solo de
suma importancia, sendo responsaveis por compor uma grande parte da biomassa
microbiana dos solos cultivados e podem ser definidos como associagcoes
mutualisticas entre raizes de plantas e fungos (SCHUBLER et al., 2001). Estima-se
que 80% das plantas estabelecem associa¢des simbidticas com estes fungos que séao
notoriamente importantes agentes de melhora da qualidade do solo e do desempenho
de culturas (JEFFRIES et al., 2003).

As micorrizas ou também comumente chamadas de fungos micorrizicos
arbusculares se divide em dois grandes grupos conforme as caracteristicas
anatébmicas e morfolégicas das raizes nas quais estdo estabelecidas a relagcéao
simbiotica. Portanto, esses dois grupos sao: endomicorriza e ectomicorrizas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As plantas sdo as mais beneficiadas nesse processo simbibtico, a comecar
pelo estimulo ao crescimento e desenvolvimento que se tem quando estdo associadas
a fungos micorrizicos. Isso se deve ao fato de os fungos propiciar um maior alcance
de recursos minerais e nutricionais que sao extremamente necessarios para as
plantas. Dentre os nutrientes que os fungos disponibilizam as plantas durante esse
processo simbidtico, destaca-se principalmente o fosforo, o potassio e o nitrogénio que
sao fundamentais para o desenvolvimento vegetal (COSTA; LOVATO, 2004).

Entretanto, as plantas ndo sdo as unicas beneficiadas nessa relagéo
simbidtica, pois os fungos micorrizicos arbusculares sdo considerados organismos
simbiontes obrigatérios, portanto para viver, reproduzir e multiplicar-se, eles fazem o
uso de suplementos vitais que sao disponibilizados pela planta durante esse processo
mutualistico e simbidtico (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; ROSENDAHL et al.,1997;
SANDERS, 2002).

Contudo, pode-se concluir que os fungos micorrizicos arbusculares séo de
extrema utilidade para a natureza e consequentemente para a humanidade, pois
desempenham fun¢des de suma relevancia no meio ambiente. Dentre as
funcionalidades que esses microrganismos exercem, destaca-se: a manutencao dos
ecossistemas naturais e manejados; atuacédo no desenvolvimento e crescimento
vegetal; cooperagdo para a estruturagdo de comunidades vegetais; recuperagao de

solos poluidos, e; restauracao de areas degradadas (BERUDE et al., 2015).
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2.8 A degradacao do solo

A degradacao do solo pode ser entendida como um processo de deterioragéo
que este sofre, podendo ser resultado da acdo da propria natureza ou por agao
antropica. Um solo que sofreu a degradacgéao perde a sua capacidade de produtividade
agricola. Além disso, um solo degradado pode trazer uma seérie de problemas
ambientais, pois esta pobre em nutrientes e estruturalmente fragil pelo fato da reducgéao
da matéria organica e da permeabilidade (AIRES, 2021).

Nos dias atuais, o debate sobre a degradagao do solo tem se repercutido a
nivel mundial. Isso se deve ao fato da preocupacgao existente por parte da populagao
em geral quanto a essa tematica de suma importancia. E, com o aumento populacional
se intensificando nos ultimos anos e como consequéncia disso 0 consumo de recursos
naturais, e os problemas com relagdo ao solo tem se agravado . Portanto, a exploragéo
de recursos naturais tem se constituido em grandes propor¢des devido a grande
demanda populacional que precisa desses recursos para sobreviver. Porém, o
consumo acelerado, exorbitante e desenfreado desses recursos pode acarretar
futuramente em consequéncias catastroficas, pois boa parte desses recursos sao
finitos e a outra parte é de dificil recuperacéo ou muito demorada, como por exemplo
0 solo que pode sofrer contaminagdes e degradagdes pelo mal manejo e pelo uso
excessivo (ALVES et al. 2015).

A degradacgao do solo é responsavel por provocar uma série de prejuizos tanto
de cunho financeiro como também ambiental, pois as areas degradadas perdem a
capacidade de manutencao da vida vegetal e como consequéncia disso fica em risco
tanto para a seguranca alimentar da humanidade como também para a capacidade de
sustentar o bioma natural. A degradacao provoca uma drastica reducado nas areas
destinadas a agricultura e ao cultivo, além disso a capacidade de regeneracao natural
dessas areas degradadas é comprometida e reduzida (United Nations Conversion To
Combat Desertification And Drougt -UNCCD,1994).

Segundo os dados divulgados em 2011 pela FAO (Organizagao das Nagdes
Unidas para Alimentagao e a Agricultura) 25% de todos os solos existentes no nosso
planeta encontram-se degradados. E além do mais, cerca de 1,6 milhdes de hectares
dos solos considerados os melhores e 0os mais promissores para o cultivo ja se
encontram em uso. Também € valido destacar que anualmente muitas toneladas da
camada produtiva e cultivavel sejam desperdicadas devido aos processos erosivos

provocados por chuvas, ventos e por acdes antropicas como o desmatamento e



26

gueimadas. No entanto, é possivel buscar alternativas que viabilizem o melhor manejo
do solo, como por exemplo: O desenvolvimento de técnicas de restauragao e fazer o
uso de forma responsavel desse recurso natural para que futuramente a populagao
nao sofra em consequéncia do mal manejo e do uso desenfreado e irresponsavel dos

solos agricultaveis.

2.9 As técnicas de restauracao florestal

A restauragao florestal pode ser definida como um processo de carater
ecoldgico que visa o restabelecimento ou a recuperagao de ecossistemas que outrora
foram perturbados, danificados ou degradados. Portanto, a restauragédo florestal
objetiva reposicdo vegetal de uma determinada area onde a floresta primaria foi
removida ou perturbada devido a agcdes antropicas ou também por causas naturais. E
ainda é valido sintetizar que a restauragao ou a tentativa de restauracao de uma area
degradada € um processo longo e demorado. Por isso, para fazer a restauragéo de
uma determinada area € necessario a realizagdo de uma avaliagao do historico de
vegetacdo endémicas do local, para assim, poder aplicar uma técnica de restauragao
que viabilize um melhor reparo e o restabelecimento da cobertura vegetal da area que
foi degradada. Deve-se levar em consideragdo que mesmo apds 0 processo de
restauracgao florestal, a area “restaurada” ndo tera a sua forma original ou 0 mesmo
rigor inicial da floresta primaria, no que diz respeito a diversidade taxonémica existente
anterior a degradagao, porque grande parte da biodiversidade que ali existia, néo
podera ser restaurada ou restabelecida, pois é possivel que algumas espécie da flora
que havia no local antes da degradagao, nem tinha sido catalogadas pela ciéncia,
tornando desta forma impossivel a reposigéo e restauragéo dessas espécies (Society
For Ecological Restoration-SER, 2004; MARTINS, 2014).

Existem algumas técnicas de restauracao florestal que sdo bastantes usadas
para revegetar areas que sofreram degradagao ou supressao, principalmente apos a
mineragdo. Dentre estas técnicas pode se destacar a Regeneragdao Natural, a
Nucleagao e o Plantio. A técnica de regeneragao natural consiste em espalhar o topsoil
sobre a area a ser restaurada e deixar que espécies de plantas endémicas ou nativas
nascam naturalmente. O topsoil € a camada superficial do solo rica em matéria
organica, sementes e material resultante do decapeamento da camada superficial do
solo de uma determinada area onde ocorreu a supressao ou degradacgao da vegetagao

primaria. Pode ser considerado topsoil apenas a camada do solo que tenha no maximo
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40 cm de profundidade. E por fim, é valido dizer que o topsoil é o fator propiciador da
regeneragao natural (EMBRAPA, 2016; SALOMAO et al., 2014).

A outra técnica de restauracdo florestal bastante utilizada é o plantio
tradicional ou também chamado de plantio de mudas. Nesse método, mudas de
espeécies de plantas pertencentes a flora local sdo plantadas propositalmente para
recuperar o ambiente degradado, nao havendo nesse primeiro momento a agao de
dispersores e nem o uso de fontes de sementes. Esse método de restauragao costuma
ser bastante agil em termos de recuperagao, pois o recobrimento vegetal da area
degradada costuma ser rapido. No entanto, deve-se levar em consideragao as
espécies arboreas utilizadas para este fim, e torna-se portanto, necessario analisar
inicialmente a area a ser restaurada e fazer o levantamento das espécies nativas do
local, para assim poder implementar a técnica utilizando as chamadas plantas chaves.
O plantio de mudas ¢é a técnica de restauragao florestal mais utilizada, principalmente
em areas, que foram degradadas por atividades minerarias (VALERI; SENO, 2004;
SALOMAO et al., 2014; MARTINS 2018).

E por fim, a nucleagdo que é uma técnica de restauracao florestal que consiste
em formar pequenos nucleos com galhos, troncos, raizes e com o topsoil, todos estes
elementos residuais, resultantes da supressao da vegetagao. O objetivo desta técnica
é atrair pequenos animais e formar inicialmente um micro-habitat, no intuito de poder
restabelecer gradualmente o ecossistema com a biodiversidade préxima do que era
antes. Em consequéncia disso tem-se a interagdao entre organismos das diferentes
espécies da fauna e flora e a aceleracdo do processo de sucessdo ecoldgica
secundaria, para que desta maneira, a restauracao florestal do ambiente degradado
possa ser efetivamente concluida. Portanto, pode-se concluir que a nucleagao é a
capacidade que uma determinada espécie possui de proporcionar o melhoramento
das qualidades do ambiente para que outras espécies possam ter a maior chance de
ocupa-lo novamente. (BECHARA, 2006; FIEDLER et al.,1997; REIS et al., 2003;
YARRANTON; MORRISON,1974).
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3. METODOLOGIAS
3.1 Aspectos gerais da area de pesquisa e da mina de bauxita em Paragominas

Paragominas € um municipio brasileiro localizado na regido sudeste
paraense. Possui o clima do tipo quente e umido, com temperatura média anual de
26,3 °C e umidade relativa do ar média de 81%. A pluviosidade média anual é de 1.800
milimetros. O municipio é caracterizado por ter um periodo mais chuvoso, entre os
meses de dezembro a maio, e outro mais seco entre junho e novembro. O tipo de solo
caracteristico de Paragominas ¢é latossolo amarelo distréfico, que predomina em 95%
do territério municipal. Ja a vegetacdo do municipio €& caracterizada pela
predominancia de trés subtipos florestais e que segundo o Instituto do Homem e do
Meio Ambiente da Amazénia (IMAZON, 2010), restam apenas 54,8% das florestas
que recobriam Paragominas, o que corresponde a 1 milhdo de hectares. Com relagao
aos subtipos existentes na regido, destaca-se: a floresta densa submontana
(correspondendo a 18,4% da area do municipio); a floresta densa de terra baixa
(representando 34%); e a floresta densa aluvial ocupando 2,9% da area do municipio
(Inventario da Oferta Turistica de Paragominas, 2012). Observa -se na figura 1 logo

abaixo a mina de Bauxita localizada no municipio de Paragominas-PA.

Figura 1:Mina de Bauxita em Paragominas Para
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A mina de bauxita esta localizada no municipio de Paragominas, na regido
sudeste do estado do Para, teve o inicio de suas operagdes no ano de 2007. O ponto
onde ocorre a exploracdo da bauxita fica a 64 km da area urbana. Atualmente as
operagdes estdo sob o comando da empresa norueguesa NOSK HYDRO que detém
todas as acgdes. A empresa mineradora transporta 100% de sua bauxita extraida por
meio de um mineroduto com extensao de 244 km. Esse mineroduto, possui a
capacidade de transportar anualmente cerca de 15 milhdes de toneladas de bauxita.
O mineroduto é tido como pioneiro no mundo em realizar transporte de bauxita. Por
ele, a bauxita é conduzida até o municipio de Barcarena, onde esta a refinaria de
alumina da Hydro Alunorte, local onde a bauxita é refinada em aluminio e depois disto

€ destinada a produtores de aluminio no Brasil e em outras partes do mundo.

(Associacao Brasileira de Aluminio - abal; NOSK HYDRO 2022).

3.2 Requisitos e documentagao necessaria para ter acesso a area da mineradora

Para a equipe deste trabalho ter acesso ao local da coleta, que fica na area
pertencente a mineradora, e que em funcado disso, teve que cumprir algumas
exigéncias por parte da empresa, como: 1) Enviar a documentagao: (RG, CPF,
Carteira de vacinagcao em dias e uma foto usando a camisa com a identificacao de
pesquisador do grupo BRC), e ap0ds isso, esperar o retorno e agendar a data da coleta;
2) Fazer a aquisicédo de equipamentos de protecdo individual para usar durante a
permanéncia na mineradora; 3) Realizar a ambientacao, que € um curso de normas
de seguranca e protocolos que se deve obedecer quando se estar dentro da area da
empresa, para assim, poder evitar acidentes, e; 4) como ultimo requisito por parte da
empresa, foi solicitado que uma equipe da mineradora fosse acompanhar, trasladar e

monitorar durante a coleta de amostras, e também dar acesso as areas desejadas.

3.3 Coletas de amostras de solo e materiais utilizados
Para realizar a coleta foi necessario fazer o uso de ferramentas e objetos
listados logo abaixo:
e Trado (Utilizado para coletar o solo, devido a sua capacidade de ndo
comprometer e nem compactar as amostras);
e Facao (Remover possiveis empecilhos que impossibilitasse o acesso a area

desejada);
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e Sacos plasticos (Para armazenar as amostras);

e GPS (para marcar o ponto do local coletado);

e Caixa térmica (utilizada para acondicionar as amostras);

e Luvas (Para nao contaminar as amostras com possiveis microrganismos
oriundos de outros lugares);

e Colher (utilizada para pegar aliquotas de solo selecionadas e pbr nos sacos
plasticos);

e Barbante (Usado para medir a distdncia de um ponto de coleta a outro)

Nas imagens a seguir vocé pode observar algumas areas de restauragao

florestais onde foram coletadas amostras de solo.

Figura 2: Amostra de solo coletada na Figura 3: Area de restauracéo:
area de Plantio Recente Plantio Recente

Fonte: Subprojeto - BRC 01/14; Fungos Fonte: Subprojeto - BRC 01/14: Fungos
micorrizicos arbusculares micorrizicos arbusculares

A coleta de amostras de solo nas dependéncias da mineradora, foi realizada
em dois periodos, de acordo com a sazonalidade da regido que apresenta um periodo
seco e um periodo chuvoso. A primeira coleta aconteceu no periodo seco tipico do
segundo semestre da regido da Amazénia Oriental (setembro de 2018) e a segunda
no periodo chuvoso (abril de 2019). Em cada periodo descrito acima foram coletadas
amostras de 8 areas diferentes, que apresentam os trés métodos de recuperacao
florestal que sado: Plantio (antigo e recente), Regeneragcdo (antiga e recente) e
Nucleacéo (antiga e recente), e foi coletado também amostras de uma area de floresta
nao perturbada, que foi utilizada como area controle e ainda uma ultima area somente

desmatada, denominada de supress&o. Em cada area de estudo foram tragadas nove
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parcelas de 5.0 x 10.0 m, e as amostras de cada parcela foram coletadas na
profundidade de 20 cm, pois € onde concentra a maior atividade microbiana, no total
foram coletadas 9 amostras de solo por area. As amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos e levadas ao laboratério da Faculdade de Quimica da Unifesspa em
Maraba-PA e mantidas a temperatura ambiente até as analises.

Nas imagens abaixo (figura 4 e figura 5) vocé pode visualizar algumas areas
de restauracao florestal onde foram coletadas amostras de solo

Figura 5: Area de restaurago florestal: Nucleagéo

Figura 4: Area de supressao
g P Recente

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

3.4 Diluicao das amostras de solo em laboratério

Logo abaixo na figura 6 observa-se o processo de diluigado do solo

Figura 6 :Representagdo esquematica do processo de diluicdo de solo

Fonte: Subprojeto - BRC 01/14: Fungos
micorrizicos arbusculares
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Nesse primeiro momento do processo de diluicdo do solo, foi utilizada uma
adaptacdo da metodologia de Silva (2012) para as diluicbes e para analises
posteriores das amostras de solo. Para dar inicio ao processo de diluicdo das
amostras de solo, foi preciso autoclavar 78 erlemeyers contendo 180 mL de solugao
fisiologica (NaCl 0,85%). Em seguida, na camara de fluxo, o volume dos erlenmeyer
foi completado para 190 mL com a adicdo das amostras de solo. Foi utilizada a
micropipeta com ponteiras estéreis para retirar 1 mL de cada erlenmeyer, é relevante
salientar que cada erlenmeyer estava devidamente etiquetado com o nome da area
da qual foi utilizada para completar o volume de 190 ml, para assim, poder evitar
confusdes com posteriores dados e entado, era adicionado esse 1 mL ao primeiro tubo
de ensaio com 9 mL de solucgdo fisiolégica e repetia esse processo até a diluicao
10-3, sempre trocando a ponteira quando finalizava a diluicdo de uma determinada
parcela, também é valido destacar que cada tubo de ensaio estava etiquetado com
numero da diluicdo e com nome da area proveniente. Em seguida, com o auxilio de
uma micropipeta com ponteiras estéreis e regulada em 50 pL era retirada dos tubos
de ensaios, a quantidade de 50 pL e inoculada em placas de Petri contendo meio de
cultivo especifico para Bactérias Solubilizadoras de Fosfato. Em seguida foi realizado
a técnica de espalhamento do conteudo inoculado, e para efetivar essa técnica foi feito
0 uso da alga de Drigalsky que foi devidamente flambada no Bico de Bunsen para
evitar possiveis contaminacbes e s6 entdo, foi realizado procedimento de
espalhamento que ocorreu de forma meticulosa para nao danificar o meio de cultura
que é gelatinoso e fragil; portanto, se pressiona-lo um pouco ja o suficiente para
desestrutura-lo e comprometé-lo. E por fim, essas placas foram fechadas com o
parafilm e armazenadas na BOD', em temperatura favoravel ao crescimento e

desenvolvimento dos microrganismos.

3.5 Analise quantitativa da diversidade e quantidades das unidades formadoras

de coldnias por ml de solo

1 BOD do inglés Biochemical Oxigen Demand , trata-se de uma estufa para incubar testes de longa
duragao de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). E devido a sua estabilidade e flexibilidade, este
equipamento € usado nas atividades de conservagédo de materiais bioldgicos de recursos genéticos
para diversas aplicagbes : crescimento de plantas, culturas biolégicas , além de armazenamento
reagentes e outras aplicagbes. A estufa BOD ou cadmara BOD sao geladeiras para laboratério que
permite o controle interno de temperaturas ( EMBRAPA,2020).
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Apos o crescimento dos microrganismos do solo nas placas de petri, foi entdo
realizada a contagem da diversidade da quantidade das unidades formadoras de
coldnias por ml de solo. O método utilizado para quantificar a diversidade bacteriana
consistia em analisar visualmente a morfologia das colbnias nas placas de petri. A
identificacdo da diversidade era feita levando em consideragao as caracteristicas
visiveis como: formato, cor e textura da colénia. Identificando essas caracteristicas
morfolégicas, era feita a quantificagdo e a documentacdo em uma planilha. Ja a
contagem da quantidade era feita marcando na placa de PETRI todas as col6nias
bacterianas visiveis, e logo em seguida era feita a contabilizagdo de todos os pontos
marcados. Todos esses dados eram inicialmente repassados para uma folha de papel
e depois eram digitados em uma tabela do Excel. Os dados finais obtidos da contagem
da diversidade e quantidade das unidades formadoras de colénias foram calculados
da seguinte forma: o numero total de colénias de bactérias solubilizadoras de fosfato
foi multiplicado pelo numero da diluigdo correspondente ao meio inoculado e pela
parte de 1 mL que foi inoculada na placa. Dessa forma, como a inoculag&o na placa
de Petri foi de 50 pL que € a vigésima parte de 1 mL, entdo a multiplicagdo se deu por
20, e tendo em vista que a diluigdo para os microrganismos solubilizadores foi de 103
foram acrescentados 3 zeros, e com o resultado desses calculos foi possivel obter o
numero de unidades formadoras de col6nias por mL de solo.

Esses dados quantitativos obtidos de cada amostra foram somados e
divididos por 72, no qual, se refere ao numero de amostras total, para entao ser
realizado o calculo da média estatistica, essas médias foram transformadas em
graficos para se ter uma nocao visual das diferengas obtidas, testes estatisticos
também foram feitos para se ter uma analise de variancia. Essa analise é importante,
pois através dela é possivel saber se as diferengas entre areas sio reais ou € apenas
um acaso. Mais uma vez é valido sintetizar que este mesmo processo foi realizado
nos dois periodos em que ocorreu a coleta e a analise laboratorial, ou seja, no periodo

seco e no periodo chuvoso.

3.6 Isolamento dos microrganismos solubilizadores de fosfato

O isolamento de determinado microrganismo, pode ser feito através da
combinagao de nutrientes e de condigdes fisicas, quimica ou fisico-quimica (PERRY;
STALEY, 1997). Partindo dessa premissa, foi utilizada uma técnica de isolamento

adaptada que consiste em selecionar uma determinada col6énia de bactéria que
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apresente caracteristicas morfolégicas diferentes das outras colénias existentes na
placa. Em seguida marcar o local onde sera pego parte do teor bacteriano.
Posteriormente esterilizar a alca de platina e pegar cuidadosamente parte da col6nia
selecionada e inocular em outra placa de Petri estéril e com meio de cultivo rico,
ressaltando que todos esses processos e procedimentos devem ser realizados dentro
da capela de fluxo laminar, com o fluxo e o bico de Bunsen ligado, todos esses
protocolos devem ser seguidos para evitar indesejaveis contaminagdes. Nas figuras
abaixo é possivel observar placas de Petri contendo microrganismos solubilizadores
de fosfato ( bactérias ) se desenvolvendo em meio de cultura rico, figura 7 e em

atividade enzimatica em meio de cultura seletivo, figura 8.

Figura 7: Microrganismos solubilizadores
fosfato oriundos do isolamento em meio de Figura 8: Placas de Petri contendo bactérias
cultura rico solubilizadoras em atividade enzimatica

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

Os microrganismos obtidos do isolamento foram inoculados novamente ao
meio de cultivo seletivo, para testar se estes eram realmente solubilizadores de
fosfato. E entdo, os microrganismos resultantes deste ultimo teste, foram submetidos
a coloragdo de Gram e por fim, armazenados em glicerol a 20°C para posteriores
analises e testes em plantas.

3.7 Coloragao de Gram

Os microrganismos obtidos do isolamento foram submetidos a técnica
coloragdo de Gram, objetivando a analise morfolégica desse grupo funcional. A
coloragdo de Gram é um procedimento que possibilita que as bactérias retenham a

cor com base nas diferencas nas propriedades quimicas e fisicas da parede celular.
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O uso dos corantes permite aumentar o contraste e evidenciar a estrutura bacteriana.
O objetivo principal dessa técnica € analisar estruturalmente a forma, arranjo e a cor
das células bacterianas e em seguida classificar conforme suas caracteristicas
morfoldgicas (cocos, bacilos, espirilo, vibrido). As bactérias do tipo Gram-positivas ao
fim do processo devem apresentar uma coloragao roxa, enquanto as bactérias Gram-
negativas deverao apresentar uma coloragao rosa (FREITAS; PICOLI, 2007; KASVI,
2019). Para realizar esse método com as bactérias provenientes do isolamento, foram
utilizadas laminas estéreis e essas estavam marcadas com o nome da area de origem
das bactérias que foram analisadas. O procedimento realizado ocorreu da seguinte
forma: Uma gota de agua era adicionada nas laminas, e logo em seguida era utilizada
uma ponteira estéril para adicionar uma pequena quantidade de bactéria sobre a gota
adicionada em cada lamina. Depois disto, fazendo uso de ponteiras, era entdo feito o
esfregaco nas laminas, destacando que para cada lamina era utilizada uma ponteira
diferente e estéril para n&do contaminar as laminas com microrganismos de diferente
areas e locais. Seguidamente, o esfregago existente em cada lamina foi coberto com
gotas de cristal violeta e deixado por aproximadamente 1 minuto. Em seguida foi
adicionada agua destilada sobre as laminas e retirado o excesso. As laminas foram
cobertas com lugol por mais 1 minuto e foram novamente lavadas com agua para
retirar o excesso. Posteriormente foram adicionadas gotas de alcool acetona e as
laminas foram lavadas novamente. E por fim, foram adicionadas gotas de fucsina
basica por mais um minuto, deixou-se escorrer 0 excesso, e as laminas foram lavadas
com agua destilada. Deixou-se as laminas secar ao ar livre e elas foram entdo
analisadas no microscopio. Logo abaixo € possivel visualizar um esquema ilustrando

0 processo e as etapas de coloragao de Gram.

Figura 9: Representacdo esquematica das etapas de coloragdo de Gram.
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Fonte: Kasvi 2019; adaptado por Alaécio Araujo, 2022.
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A técnica de coloragdo de Gram empregada nesse trabalho, permitiu-nos a
visualizagao de células bacterianas e de sua classificacdo, como Gram-positivas e
Gram-negativas. E além do mais, tornou possivel a classificacdo dos tipos
morfolégicos (cocos, bacilos, espirilo, vibrido) existente em cada [amina analisada no
microscopio o6tico.

As imagens de algumas laminas analisadas e etapas do processo de

coloragao de Gram podem ser observadas, logo abaixo.

Figura 10: Visualizag&o de células Figura 11: Visualizag&o de células
bacterianas do tipo morfolégico: Bacilos bacterianas do tipo morfolégico: Bacilos
Gram-positivos Gram-negativos

Fonte: Subprojeto - BRC 01/14: Fungos Fonte: Subprojeto - BRC 01/14: Fungos
micorrizicos arbusculares micorrizicos arbusculares
Figura 12: Realizagdo da técnica de Figura 13: Visualizagdo de células bacterianas
coloragéo de Gram do tipo morfolégico:Cocos Gram-negativos

. Fonte: Subprojeto - BRC 01/14: Fungos
Fonte: SprrOjetO - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares

micorrizicos arbusculares
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme descrito na metodologia, de cada amostra de solo foram retirados
10 mL. Foi adotado neste trabalho as medidas em volume porque a equipe considerou
com base em outros estudos que no ambiente em recuperagao o solo compreende
pequenos fragmentos de vegetais, pedras, bolhas de ar, agregados, pequenos
animais que porventura venham junto na amostra. Caso o material fosse peneirado,
estaria se saindo muito mais da normalidade de um ambiente, considerando que o
fato de se colher uma amostra, embalar em saco plastico, transportar e tratar ja tira
totalmente o material de suas condi¢des reais no campo que se pretende estudar e
tracar hipoteses sobre ele. Nas placas de Petri que receberam as porgdes de solugao
diluida de solo, apés dez dias em incubacdo, foram contadas as col6nias que
apresentavam halo translucido ao redor, proveniente da produc&o de acidos organicos
que dissolvem os cristais de fosfato que d&o o tom opaco ao meio de cultivo SF2. Cada
colbénia crescida na placa foi multiplicada por 20 porque somente 50 microlitros de
solugao foram inoculados nas placas e esse valor obtido foi multiplicado por 1000
porque foram inoculados os tubos de ensaio da terceira diluicdo. Assim por exemplo:
5 colbnias que estavam em 50 microlitros de solugao X 20 = 100 UFC (Unidades
formadoras de colbnias) se tivéssemos colocado 1 mL na placa X 1000 porque eram
do terceiro tubo de ensaio de diluigdes decimais = 100.000 de UFC em 1 mL de solo.

Observando o grafico da figura 14 € perceptivel que no periodo seco as areas
que mais se assemelham com floresta em termo de quantidade microbiana
(microrganismos abundantes por mL de solo) sdo: Regeneracdo Recente e Nucleagao
Recente, por apresentar uma quantidade significativa de microrganismos
solubilizadores de fosfato, chegando a ultrapassar a area controle (floresta). Ja no
grafico da figura.16 que representa os numeros de microrganismo no periodo
chuvoso, nota-se que as areas que mais se assemelham com a area controle em
termo de quantidade microbiana sao: Plantio Recente e Regeneracido Natural

Recente.

2 0 meio de cultura para microrganismos solublizadores de fosfato € um meio especifico e seletivo para
esse grupo funcional com habilidades de solubilizagédo de fosfato, pois a sua composi¢cao possui
nutrientes e componentes que propiciam o crescimento e o desenvolvimento especificamente desse
grupo funcional e inibe que outros diferentes grupos se desenvolvam (KASVI, 2018).
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Figura 14: Representacao grafica da abundancia de microrganismos
solubilizadores de fosfato no periodo seco.
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Fonte: Subprojeto - BRC 01/14: Fungos micorrizicos arbusculares.

O ambiente com maior numero de bactérias solubilizadoras de fosfatos por
mL de solo no periodo seco foi a Regeneragao Natural Recente figura 14. 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
comparagdes e, como num exame de sangue, nossas referéncias foram, uma area de
floresta proximo das areas em estudo e uma area onde ainda nao 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”.

Aplicado um teste estatistico aos numeros de bactérias solubilizadoras de
fosfatos por mL de solo em cada area, utilizando o software gratuito PAST, foi possivel
se comparar as areas pela técnica da “Andlise de variancia” figura 15, este
procedimento estatistico leva em consideragio varios fatores mas, principalmente a
distancia que cada numero tem da média em uma amostra e culmina por permitir se
a diferenga entre a média de uma amostra € “significativa”, ou seja, real, em relagao

a outra amostra, ou somente obra do acaso:
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Figura 15: Comparacéo das areas pela técnica da Analise de variancia utilizando o software
PAST

&8 One-way ANOVA — O
Y

I Repeated measures

Sum of sqrs df Mean square F plsame])
Between groups: 1,696E09 4 4 24E08 0,Z2804 08872
Within groups: 3,024E10 20 1. 51 2E09
Total: 3, 1535E10 24
omega™2: -0,1301

Levene's test for homogeneity of variance, based on means: p{same)= 04582
Based on medians: p{same) = 0,8872

Welch F test in the case of unequal variances: F=0,1845, df=0 889, p=0,59411

Residuals

Tukey's pairwise comparisons:
Q\ pi{same)

Floresta 1Fteg_R&c 1F'Iant Ant 1Nuc| Ant ]Nucl Rec J
Floresta {09877 0,9974 0,8877 0,9958
Reg Rec 0,5201 0,59235 0,2629 0,5546
Plant_Ant 0,46 1,15 0,9558 0,9998
Mucl Ant 0,690 | 1,38 0,23 | 05574
Mucl Rec 0,23 0,8201 023 0,46

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, em trabalhos cientificos estas
diferencas costumam ser demonstradas nos graficos ou tabelas que trazem os valores
por letras. Neste caso, apesar de na area de Regeneragao Natural Recente ter sido
observado os maiores numeros de Solubilizadores de Fosfatos por mL de solo, esta
area nao difere significativamente da Floresta, nem do Plantio antigo, nem da
Nucleag¢ao Antiga ou Recente (todos tiveram letra a). Algumas areas n&o entraram na
andlise estatistica porque nao apresentaram microrganismos solubilizadores de

fosfatos, tendo abundancia zero.



40

Figura 16: Representagéo grafica da abundancia de microrganismos
solubilizadores de fosfato no periodo chuvoso.
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Fonte: Subprojeto - BRC 01/14: Fungos micorrizicos
arbusculares.

A floresta, que no periodo seco tinha uma média de 24 mil UFC (Unidades
Formadoras de Colbnias) de microrganismos Solubilizadoras de Fosfatos por mL de
solo, agora, assim como a area de Regeneracao Natural Recente, subiu essa média
para 63 mil. Apesar de ser a d&rea com maior abundancia, a Floresta continua nao
diferindo significativamente das demais areas onde foram detectados microrganismos
Solubilizadores de Fosfatos, na Analise de Variancia todos estdo na mesma classe e
recebem, simbolicamente as mesmas letras classificatorias, isso ocorre porque a
variagdo do numero de microrganismos de uma amostra pra outra é muito grande,
essa variagdo pode ser conferida pela proporcdo das barras de Erro Padrao
apresentadas nos graficos que reportam a abundancia de microrganismos

Em uma mesma area pode se ter uma amostra com muitos microrganismos
por mL e outra bem préxima com nenhum ou muito poucos. Fato este que se reflete
na analise estatistica. Todas as areas estudadas receberam em suas médias a letra
“a”, expressa pelas diferengas nao significativas entre estas médias reveladas pela

analise de variancia do software PAST.
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Figura 17: analise estatistica feita através do software PAST

4B One-way ANOVA — O =
Y

I Repeated measures

Sum of sqrs df Mean square F pisame)
Between groups: 1,4868587E10 5 293333E09 0,654 0,8536
Within groups: 1,32533E11 30 4. 4177BEQDD
Total: 1,472EM 35

omega®2: -0,04885

Levene's test for homogeneity of variance, based on means: p{same)= 00403
Based on medians: p{same) = 08282

Welch F test in the case of uneqgual variances: F=1725, df=1323, p=0,1585

Residuals

Tukey's pairwise comparisons:
Q% plzame)

Floresta Reg_Ant 1F'.eg Rec 1F'Ia nt_Ant ]F‘Ia nt_Rec  |Nucl_Ant
Floresta i1 0,9812 0,8997 0,9953 0,6811
Reg_Ant 01228 0,5887 0,3283 0, 5958 0,7326
Reg_Rec 0,8827 D,8558 0,9383 0,9993 0,9686
Plant_Ant 1,474 11,351 04914 09812 D,5579
Plant RHec [0,4914 0,3685 0,4514 0,9827 08654
Nucl_Ant 2,085 1,965 1,106 0,6142 1,987

Fonte: Sofware PAST, adaptado por Alaécio Araujo, 2022

Fazendo uma leitura interpretativa do grafico da Figura 18, que apresenta a
diversidade microbiana de microrganismos solubilizadores de fosfato no periodo
chuvoso e realizando uma analise comparativa entre os dados obtidos e disposto no
grafico, é possivel notar um comportamento atipico e inesperado, pois em todas as
areas de restauracao florestal estudadas e analisadas mantiveram-se iguais em
termos numéricos. Ja no grafico da figura 19 que exibe o numero da diversidade
microbiana de bactérias solubilizadoras no periodo seco, destaca-se nesse cenario
comparativo as areas de Restauragao Florestal: Nucleagdo Antiga e Regeneragao
Recente. Por apresentar uma quantidade significativa de microrganismos diversos no
periodo seco, ultrapassando termos numeéricos, inclusive a prépria area de floresta
que foi utilizada como area controle.

O que se esperava de diferente do observado € com relagdo a diversidade de
microrganismos Solubilizadores de Fosfatos no periodo chuvoso. Em outros grupos e
em outros trabalhos a diversidade aumenta e a abundancia diminui quando ha mais
recursos. No caso do trabalho aqui em tela, isso ndo ocorreu. Em todas as areas onde
foram detectados Solubilizadoras de fosfatos, somente dois morfotipos foram
identificados (ver figura18).



Figura 18:

Figura 19:

Representagao grafica da diversidade de microrganismos solubilizadores de fosfato
no periodo chuvoso.
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Tragando-se comparagdes entre os periodos 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 20 esta sendo comparado o
numero da diversidade de UFC por mL de solo nos periodos seco e chuvoso.
Enquanto o grafico da figura 21 estd sendo comparado a quantidade de
microrganismos solubilizadores de fosfato por mL de solo em cada area estudada

nos periodos secos e chuvoso respectivamente.

Figura 20: Representagéo grafica da andlise comparativa da diversidade de microrganismos
solubilizadores de fosfato no periodo seco e chuvoso
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Figura 21 : Representagao grafica da analise comparativa da abundancia de microrganismos
solubilizadores de fosfato no periodo seco e chuvoso
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A dindmica de bactérias solubilizadoras de fosfato BSF € bastante diferente
da dinamica de outros grupos. O esperado € que em um ambiente natural como a
Floresta, no periodo seco observassemos menor diversidade e maior abundancia de
microrganismos desse grupo. Pensando nas regras da sele¢ao natural, aqueles que
sobrevivessem as condi¢gées hostis, levariam vantagem e cresceriam muito em
numero de individuos por nao ter concorrentes para disputar os recursos e no periodo
chuvoso, encontrariamos menores numeros, mas uma maior diversidade, pois varios
teriam chances. Nao foi observado isso. Os numeros aumentaram grandemente na
Floresta, cerca de 3X e a diversidade permaneceu igual e desse modo, essa parte
especifica do trabalho diverge (ver figura 18 e figura 20) de outros trabalhos e estudos
realizados como de Rodrigues et al. (2011); Ruivo et al. (2002); Sales et al. (2008);
Alves (2017) e Amarante et al. (2010) onde no periodo chuvoso a populagéo
bacteriana apresentou um maior crescimento quando comparada ao periodo seco.
Portanto, segundo Calbrix et al. (2005) a heterogeneidade espacial e temporal da
microbiota do solo pode ser considerada um fator que dificulta o estudo e as analises
da biodiversidade microbiana.
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5.CONCLUSAO

Levando em consideracdo todas as literaturas revisadas neste trabalho e
concernem-se a microrganismos solubilizadores de fosfato e considerando-se
também os dados obtidos e discutidos nos resultados é possivel concluir que as
bactérias solubilizadoras de fosfato sdo um grupo funcional de microrganismos
bastante complexos, voluveis, imprevisiveis e que sao pouco explorados no campo de
estudo de comparagao de area em restauracgao florestal apés a mineracéao e que por
possuirem essa habilidade de solubilizagdo do fosfato, as tornam um grupo funcional
muito importante para a natureza, por exercerem um papel crucial na disponibilizagao
do fésforo para as plantas e além de contribuir significativamente para o melhoramento
da qualidade do solo. E, portanto, o uso e a aplicagdo adequada de bactérias
solubilizadoras de fosfato em plantios de interesses econdmicos e comerciais, pode
contribuir consideravelmente para a redugao do uso de fertilizantes fosfatados ou até
mesmo substitui-los futuramente e dessa maneira acelerar os processos de
producdes agricolas e torna-los mais sustentaveis e eficientes.

E este trabalho por ser um dos primeiros a abordar e estudar esse tema, pode
contribuir substancialmente para nortear novas pesquisas e facultar o
desenvolvimento e aprimoramento de novas metodologias de estudo de grupos
funcionais de microrganismos do solo. Podendo inclusive abranger outros grupos de
microrganismos do solo e investigar as suas atividades e contribuicées para auxiliar
as técnicas de restauracgao florestal empregadas em areas pos- mineragao.

Ao final deste trabalho, pode-se concluir que os objetivos descritos foram
alcancados, e desse modo o presente trabalho possibilitou a realizagdo de
comparacao entre diferentes areas em processo de restauracgao florestal, utilizando
as bactérias solubilizadoras de fosfato como parametro para estabelecer essa analise
comparativa. Além disso, permitiu que os membros da equipe conhecessem na
integra o processo de extracdo de bauxita e acompanhassem na integra também
como é a dindmica de uma mineradora.

E finalmente, apds as analises comparativas das areas nos dois periodos
sazonais, pode-se concluir que no periodo seco, a maior diversidade microbiana, (ou
seja, a quantidade de morfotipos bacteriano encontrado em maior numero) foi
observada nas seguintes areas: Regeneracdo Recente e Nucleagdo Antiga, e desta

maneira , foi notado um comportamento inesperado e divergente de outras literaturas



46

consultadas, pois essas duas areas citadas ultrapassaram em termos numéricos e
quantitativos a prépria area de controle nesse periodo sazonal, demonstrando dessa
forma, o quao complexos e imprevisiveis esses microrganismos podem ser; ja em
termos de quantidades ou abundancia desse grupo funcional, as duas areas de mais
destaque por mostrar-se um desenvolvimento significativo no periodo seco foram:
Regeneracdo Recente e Nucleagdo Recente. Ja no periodo chuvoso a diversidade
microbiana mais uma vez, mostrou-se um comportamento atipico, pois todas as areas
analisadas a diversidade permaneceu igual; apenas dois morfotipos bacteriano foram
encontrados. Todavia, a maior abundancia de microrganismos solubilizadores de
fosfato (bactérias) encontrada nessa sazonalidade e consequentemente nas
respectivas areas estudadas e analisadas, destaca-se nesse cenario comparativo em
termo de quantidade microbiana as seguintes areas de restauracgéao florestal: Plantio
Recente e Regeneragao Antiga.

E por fim, os resultados obtidos neste trabalho, ndo foram suficientes para
determinar qual técnica de restauracao florestal foi a mais eficiente. Depois das
analises feitas, notou-se que os quantitativos e por seguinte os comparativos de
bactérias solubilizadoras de fosfato entre as areas nao foram significativos para
estabelecer que uma determinada técnica poderia ser utilizada como modelo para
implementar nas areas mineradas. E para posteriores estudos e analise desse grupo
funcional, pretende-se preparar indculos bacterianos a partir das bactérias obtidas
neste trabalho e aplicar em plantas monocotiledéneas e dicotiledéneas para analisar
e verificar se essas bactérias possuem potencial de auxiliar plantas a se

desenvolverem melhor .
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