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Manter em pé o que resta ndo basta
Que alguém vira derrubar o que resta
O jeito é convencer quem devasta

A respeitar a floresta

Manter em pé o que resta ndo basta
Ja quase todo ouro verde se foi
Agora é hora de ser refloresta

Que o coracdo ndo destroi

(GIL, 2021).
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RESUMO GERAL

SANTOS, Thain Alves dos. Topsoil florestal como fonte de microrganismos promotores
de crescimento de plantas na restauracdo florestal de areas degradadas. 2023. 110p. Tese
(Doutorado em Ciéncias Ambientais e Florestais). Instituto de Florestas, Departamento de
Ciéncias Ambientais, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Os microrganismos do solo desempenham diversos servigos ecossistémicos, proporcionando
melhorias na qualidade do solo. Contudo, a alteracdo na diversidade e na funcionalidade das
comunidades microbianas locais é um dos principais impactos negativos ocasionados pelo uso
do solo em ambientes anteriormente naturais, convertidos a pastagens e agricultura. A
restauracdo florestal em areas degradadas deve ter também como uma de suas prioridades a
restauracédo da biota do solo. Nesse trabalho foi avaliado o uso de pequenos volumes de topsoil,
coletado de fragmentos florestais naturais, como fonte de microrganismos capazes de promover
0 crescimento de espécies arbdéreas da Mata Atlantica. O estudo esta estruturado em dois
capitulos. No capitulo I, foi realizado um estudo sob condi¢des de casa de vegetacdo onde foi
avaliado o efeito da adicéo de 80 g de topsoil in natura (coletado na camada de 0 a 2,5 cm), em
relacdo a adicdo deste esterilizado (controle), sobre o crescimento de Senna multijuga,
Plathymenia reticulata, Senna macranthera, Apuleia leiocarpa, Guazuma ulmifolia, Dalbergia
nigra, Pseudobombax grandiflorum, Handroanthus serratifolius, Psidium cattleyanum,
Schinus terebinthifolius, Mimosa bimucronata, Anadenanthera peregrina, Ceiba speciosa e
Cenostigma pluviosum. Foram mensurados a altura, o diametro do coleto, a colonizagdo
micorrizica e as massas secas de parte aerea, raizes e nodulos das espécies arbdreas. Em geral,
a aplicacdo do topsoil aos vasos promoveu o crescimento das espécies arboreas em relacdo ao
tratamento controle. Todas as espécies que receberam o topsoil in natura apresentaram
colonizacdo micorrizica nas raizes, enquanto nos controles, a colonizacdo foi inexistente.
Espécies noduliferas, como P. reticulata, D. nigra e M. bimucronata apresentaram nodulacédo
intensa quando receberam o topsoil e apresentaram 0s maiores incrementos em altura e
producdo de biomassa. No capitulo Il foi realizado um experimento sob condi¢des de campo,
onde objetivou-se avaliar o efeito da aplicacdo do topsoil florestal nos bercos de plantio sobre
a sobrevivéncia e o crescimento de espécies arbdreas da Mata Atlantica, em area de pastagem
degradada em Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro. O desenho experimental consistiu em um
delineamento em blocos casualizados, com emprego de 200 g de topsoil in natura ou
esterilizado (controle) no berco de plantio. O topsoil foi coletado nos 2,5 cm superiores do solo,
em floresta nativa adjacente a area de plantio. Foram utilizadas as espécies Anadenanthera
peregrina, Apuleia leiocarpa, Ceiba glaziovii, Citharexylon myrianthum, Dalbergia nigra,
Genipa americana, Handroanthus chrysotrichus, Inga edulis, Lecythis pisonis, Plathymenia
reticulata e Tabernaemontana fuchsiifolia. Avaliacbes de sobrevivéncia, altura e diametro ao
nivel do solo foram realizadas trimestralmente, até os 12 meses ap0s o plantio. Apesar do
consistente efeito positivo do topsoil sobre o crescimento das espécies florestais sob condi¢fes
de casa de vegetacdo (Capitulo 1), esse efeito ndo foi observado sob condi¢bes de campo.
Igualmente, ndo houve efeito do topsoil sobre a sobrevivéncia das mudas em campo. A presenca
de raizes noduladas (quando leguminosas noduliferas) e micorrizadas nas mudas utilizadas no
estudo de campo, além da alta concentracdo de esporos de FMA no solo da area de plantio
podem ter neutralizado o efeito da aplicacdo do topsoil. ImplicacGes praticas dos resultados séo
apresentadas ao longo dos dois capitulos.

Palavras-chave: reflorestamento, microbiota do solo, simbiose mutualistica.
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GENERAL ABSTRACT

SANTOS, Thaind Alves dos. Forest topsoil as a source of plant growth-promoting
microorganisms in forest restoration of degraded areas. 2023. 110p. Thesis (Doctorate in
Environmental and Forest Sciences). Forest Institute, Department of Environmental Sciences,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Soil microorganisms perform several ecosystem services, providing improvements in soil
quality. However, the change in diversity and functionality of local microbial communities is
one of the main negative impacts caused by land use in formerly natural environments,
converted to pastures and agriculture. Forest restoration in degraded areas must also have soil
biota restoration as one of its priorities. In this work, the use of small volumes of topsoil,
collected from natural forest fragments, was evaluated as a source of microorganisms capable
of promoting the growth of tree species from the Atlantic Forest. The study is structured in two
chapters. In chapter I, a study was carried out under greenhouse conditions, where the effect of
adding 80 g of topsoil in natura (collected in the 0 to 2.5 cm layer) was evaluated, in relation
to the addition of this sterilized product (control) , on the growth of Senna multijuga,
Plathymenia reticulata, Senna macranthera, Apuleia leiocarpa, Guazuma ulmifolia, Dalbergia
nigra, Pseudobombax grandiflorum, Handroanthus serratifolius, Psidium cattleyanum,
Schinus terebinthifolius, Mimosa bimucronata, Anadenanthera peregrina, Ceiba speciosa and
Cenostigma pluviosum. Height, collar diameter, mycorrhizal colonization and dry mass of
shoots, roots and nodules of tree species were measured. In general, the application of topsoil
to the pots promoted the growth of tree species in relation to the control treatment. All species
that received topsoil in natura showed mycorrhizal colonization in the roots, while in the
controls, colonization was non-existent. Noduliferous species such as P. reticulata, D. nigra
and M. bimucronata showed intense nodulation when they received topsoil and showed the
highest increases in height and biomass production. In chapter 1l, an experiment was carried
out under field conditions, in which the objective was to evaluate the effect of the application
of forest topsoil in the planting hole on the survival and growth of tree species from the Atlantic
Forest, in a degraded pasture area in Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro. The experimental
design consisted of a randomized block design, using 200 g of in natura or sterilized topsoil
(control) in the planting hole. Topsoil was collected from the top 2.5 cm of the soil, in native
forest adjacent to the planting area. The species Anadenanthera peregrina, Apuleia leiocarpa,
Ceiba glaziovii, Citharexylon myrianthum, Dalbergia nigra, Genipa americana, Handroanthus
chrysotrichus, Inga edulis, Lecythis pisonis, Plathymenia reticulata and Tabernaemontana
fuchsiifolia were used. Evaluations of survival, height and diameter at ground level were
performed quarterly, up to 12 months after planting. Despite the consistent positive effect of
topsoil on the growth of forest species under greenhouse conditions (Chapter 1), this effect was
not observed under field conditions. Likewise, there was no effect of topsoil on seedling
survival in the field. The presence of nodular (when noduliferous legumes) and mycorrhizal
roots in the seedlings used in the field study, in addition to the high concentration of AMF
spores in the soil of the planting area, may have neutralized the effect of topsoil application.
Practical implications of the results are presented throughout the two chapters.

Key words: reforestation, soil microbiota, mutualistic symbiosis.
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1 INTRODUCAO GERAL

As florestas tropicais sdo importantes reservatorios da biodiversidade (SUN et al., 2020)
e sdo responsaveis por diversos servigos ecossistémicos, como o sequestro de carbono, a
ciclagem de nutrientes e a regulag&o hidrica (JAKOVAC et al., 2021). Apesar disso, em muitas
partes do mundo, as florestas tropicais apresentam altas taxas de desmatamento e de degradagéo
(ZHOU; NING; BAI, 2018), sendo constantemente convertidas a outros usos do solo,
principalmente agricultura e pastagens (JAKOVAC et al., 2021).

Os microrganismos representam a fracdo mais sensivel a mudancgas no uso e no manejo
do solo (BARROS et al., 2019), podendo sofrer impactos na estrutura e no potencial funcional
de suas comunidades (BERKELMANN et al., 2020). Praticas de manejo em areas florestais
convertidas a pastagens, como o preparo intensivo do solo, uso de fertilizantes e a aplicacdo de
herbicidas, proporcionam reducdo da biomassa microbiana, bem como homogeneizacéo
bidtica, devido a reducdo de microrganismos especialistas e raros, o que implica em perda de
funcdes desses no solo (RODRIGUES et al., 2013; GOSSNER et al., 2016; BERKELMANN
et al., 2020).

A camada superficial do solo (topsoil) florestal abrange uma maior acumulacédo de
biomassa microbiana (BARROS et al., 2019). A microbiota presente no topsoil desempenha
um papel-chave na manutencdo das funcdes ecoldgicas do solo, como a decomposicdo da
matéria organica, a mineralizacdo e a ciclagem dos nutrientes, 0 aumento da agregacéo do solo,
o controle bioldgico de patdgenos, a decomposicdo de xenobidticos e a producdo de metabdlitos
diversos, como antibioticos, horménios, substancias alelopaticas e acidos organicos
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; FIERER, 2017; IVANOVA et al., 2018; JIA; WHALEN,
2020).

Diversas pesquisas evidenciam o sucesso do uso do topsoil como prética de restauracéo
florestal em ambientes onde o solo encontra-se degradado, tais como as desenvolvidas por
Parrota e Knowles (2003); Jakovac (2007); Hall, Barton e Baskin (2010); Bento et al. (2013);
Leal Filho, Santos e Ferreira (2013); Golos e Dixon (2014); Jaunatre, Buisson e Dutoit (2014);
Ferreira, Walter e Vieira (2015); Fowler et al. (2015); Maiti e Maiti (2015); Bulot et al. (2016);
Amaral et al. (2017); Chenot et al. (2017); Dias (2017); Ferreira e Vieira (2017); Huller et al.
(2017); Lima et al. (2017); Moraes et al. (2017); Zatelli (2017); Buisson et al. (2018), Pilon,
Buisson e Durigan (2018); Silva (2018); Schmidt et al. (2020); Chaer et al. (2021); Onésimo et
al. (2021); Silva (2022); Souza, Chaer e Gongalves (2022).

A transposicdo de topsoil proveniente de ecossistemas naturais € uma pratica comum
para iniciar a sucessao florestal em areas degradadas por mineracdo (BIZUTI et al., 2020) e
geralmente é empregada em éarea total (BENTO et al., 2013). Nesses casos, 0 topsoil €
empregado como fonte de matéria orgéanica, nutrientes, sementes e fauna (GOLOS; DIXON,
2014; LIMA et al., 2015; PILON; BUISSON; DURIGAN, 2018). Contudo, essa préatica tem
sido majoritariamente restrita a recuperacao de areas de mineracdo, em razao da necessidade de
grandes volumes de topsoil, o qual € estocado ou provenientes de novas lavras de mineragéo, e
dos altos custos envolvidos (FERREIRA; VIEIRA; WALTER, 2015).

A maioria dos projetos de restauracao florestal ndo apresenta uma abordagem holistica
(SCHMIDT et al., 2020), sendo o plantio de mudas de espécies arboreas nativas a técnica mais
comumente empregada. No entanto, essa abordagem pode nao ser a mais eficaz em solos com
a composicdo microbiana alterada e perda de espécies especialistas, limitando servicos
ecossistémicos e ambientais importantes para promover o estabelecimento, o vigor e o
crescimento dos individuos plantados.



Pesquisas que recomendem a utilizacdo de topsoil florestal exclusivamente para o
fornecimento de microrganismos na restauracao florestal sdo incipientes (Silva, 2018; Lance et
al., 2019; Schmidt et al., 2020). N&o obstante, a utilizagdo do topsoil na producdo de mudas de
espécies arboreas nativas e no berco de plantio apresenta-se como uma pratica potencialmente
capaz de incrementar a diversidade bioldgica e funcional, bem como as interacdes ecoldgicas
no ambiente rizosférico das espécies florestais introduzidas, fornecendo microrganismos que
possam auxiliar em processos ecoldgicos, que direta e indiretamente beneficiam as plantas.

Neste contexto, 0 presente estudo tem como base a seguinte hipdtese: o topsoil de
florestas nativas, quando aplicado no berco de plantio, fornece uma microbiota capaz de
beneficiar a adaptacdo e o crescimento de espécies arbdreas nativas do bioma.

Nesse contexto, o objetivo geral do estudo foi analisar a influéncia do topsoil florestal,
obtido de remanescentes da Mata Atlantica, sobre o crescimento de espécies arboreas nativas
do bioma empregadas na restauracdo florestal. Para atender a esse objetivo, 0s objetivos
especificos foram (1) caracterizar o topsoil de origem florestal em relagdo as suas caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas; (2) examinar o impacto da microbiota presente no topsoil na
sobrevivéncia e no crescimento inicial de diferentes espécies arbdreas nativas introduzidas via
semeadura direta ou plantio de mudas; e (3) avaliar o potencial do uso do topsoil como meio
promotor da simbiose micorrizica e da simbiose rizobio-leguminosa.

A tese foi estruturada em dois capitulos: no capitulo | foi avaliado o efeito da aplicagdo
do topsoil florestal no crescimento de 14 espécies arboreas do bioma Mata Atlantica, plantadas
em vasos em casa de vegetacdo; e com finalidade semelhante, no capitulo Il o estudo foi
realizado em campo, sendo desenvolvido com 12 espécies arboreas em area de pastagem
degradada, recebendo a adicdo do topsoil florestal nos bercos de plantio.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Mata Atlantica e seu estado de conservacao

A Mata Atlantica é a segunda maior floresta pluvial tropical do continente americano,
se distribuindo originalmente por 1.309.736 km?em 17 estados brasileiros (Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parand, Séo Paulo, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo, Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e
Piaui) e se estendendo ao leste do Paraguai e nordeste da Argentina (GALINDO-LEAL;
CAMARA, 2003; BRASIL, 2006).

O bioma é composto por formagdes florestais nativas (Floresta Ombroéfila Densa,
Floresta Ombroéfila Mista, Floresta Ombrofila Aberta, Floresta Estacional Semidecidual e
Floresta Estacional Decidual) e ecossistemas associados (manguezais, vegetacdes de restingas,
campos de altitude, brejos interioranos e encraves florestais do Nordeste) (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2020).

As variadas condic6es geograficas de latitude e longitude combinadas com as variagdes
de altitude fazem com que a Mata Atlantica possua uma grande heterogeneidade ambiental que
acaba por condicionar uma grande diversidade de espécies, muitas destas endémicas (RIBEIRO
et al., 2009).

Alem de ser uma das regiées mais ricas do mundo em biodiversidade, fornece servicos
ecossistémicos essenciais para 0s 145 milhdes de brasileiros que vivem nela, sendo responsavel
pela producdo, regulacdo e abastecimento de agua, regulacéo e equilibrio climaticos, protecdo
de encostas e atenuacdo de desastres, fertilidade e protecdo do solo, producdo de alimentos,
madeira, fibras, oleos e remédios, além de proporcionar paisagens cénicas e preservar um
patrimoénio historico e cultural imenso (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2020).

Apesar disso, 0s dados de Rezende et al. (2018) evidenciam que apenas 28% de sua area
de cobertura vegetal original se faz presente. Por estar constantemente sendo submetida a uma
intensa pressdao antropica, encontra-se bastante fragmentada e desconectada, circundada por
extensas matrizes formadas de pastos, capoeiras, monoculturas e areas urbanas (SILVA et al.,
2016).

A reducdo da cobertura vegetal nativa aliada ao uso intensivo do solo pela agricultura
e/ou pecuaria frequentemente levam a formacéo de areas degradadas (SANTOS et al., 2019),
podendo afetar o equilibrio do ecossistema e as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do
solo (NOGUEIRA et al., 2016).

O mosaico de remanescentes de florestas nativas e ecossistemas ndo florestais que
compdem a Mata Atlantica ainda abriga 2420 vertebrados e 20.000 espécies de plantas, ambas
com altos niveis de endemismo (MITTERMEIER et al., 2011). Contudo, 1.544 espécies de
plantas (MARTINELLI; MORAES, 2013) e 380 espécies de animais (PAGLIA; FONSECA,;
SILVA, 2008) estdo ameacadas de extin¢do, o correspondente a 60% de toda a lista de espécies
ameacadas, tanto para a flora quanto para a fauna no Brasil (REZENDE et al., 2018).

Com base em seus altos niveis de riqueza e endemismo, somados as inUmeras ameagcas
a sua conservacdo, a Mata Atlantica foi considerada um dos 36 hotspots globais de
biodiversidade (REZENDE et al., 2018), isto €, apresenta pelo menos 1.500 espécies de plantas
vasculares endémicas e menos de 30% de remanescentes de vegetacdo nativa primaria
(BRANCALION et al., 2019a). Sendo assim, torna-se crucial a adocao de medidas eficientes
de conservacéo e recuperacdo do bioma (CARVALHAL; RODRIGUES; BERCHEZ, 2015),
uma vez que a extincao de espécies ocasiona a perda de servi¢cos ecossistémicos e gera prejuizos
econdmicos.



2.2 Restauracao ecoldgica: conceituacdo e panorama dos projetos na Mata Atlantica

A Society for Ecological Restoration — SER (2004) define restauracéo ecolégica como
0 processo de auxilio ao restabelecimento de um ecossistema que foi degradado, danificado ou
destruido. Os impactos aos ecossistemas podem ser resultado direto ou indireto das atividades
humanas ou, em alguns casos, causados ou agravados por causas naturais, tais como incéndios,
inundacdes, tempestades ou erupg¢des vulcénicas, até um grau em que o ecossistema ndo pode
restabelecer-se por si proprio.

A Lei Federal 9.985/2000 (BRASIL, 2000) no artigo 2, paragrafo X1V, traz a seguinte
definicdo de restauracdo: restituicdo de um ecossistema ou de uma populagdo silvestre
degradada o mais proximo possivel da sua condicdo original. Contudo, esse objetivo foi
modificado ao longo do tempo.

Rodrigues, Brancalion e Isernhagen (2009) agrupam em fases as principais iniciativas
de restauracéo realizadas na Mata Atlantica, em que cada fase apresenta diferentes objetivos e
metodologias realizadas nas &reas a serem restauradas:

Na fase 1, a restauracdo era fundamentada no plantio de arvores, de forma aleatoria, sem
critérios ecologicos para a escolha e combinacgéo das espécies. A utilizacdo de espécies exoticas
e a priorizacdo de espécies de crescimento lento eram comuns, pelo uso como madeira.

Em seguida, a fase 2 priorizou o plantio de espécies arboreas nativas brasileiras,
independente do bioma de origem. Esta era fundamentada na sucesséo florestal, com a inser¢éo
prioritaria de espécies de rapido crescimento, para aumentar o recobrimento da area.

Durante a fase 3, os projetos buscavam alcancar a restauracdo através da tentativa de
copia de uma floresta definida como modelo, baseando-se na estrutura e floristica de florestas
conservadas. Para os conceitos da época, a sucessdo florestal operava sempre no sentido de
conduzir a vegetacdo de uma condicdo de maior instabilidade para uma de maior estabilidade,
em um sentido unidirecional e constante de substituicdo de grupos sucessionais no tempo que
convergia em uma comunidade climax.

Ao longo do tempo, os objetivos se modificaram, e na fase 4 houve o abandono da ideia
de copia de uma floresta madura, ao perceberem a auséncia de um Gnico ponto de equilibrio (0
“climax”), isto ¢é, o processo de sucessdo pode ocorrer seguindo multiplas trajetorias, em um
equilibrio dindmico. Sendo assim, muda-se 0 paradigma da restauracdo, dando enfoque néo
mais somente nas caracteristicas floristicas e fisiondmicas da comunidade restaurada, mas
também nos processos que garantam sua construgdo e manutencao no tempo.

Os autores acrescentam que os proximos desafios da restauracao florestal séo a insercéo
do uso de alta diversidade genética regional para a producdo de mudas ou para semeadura
direta; a incorporacdo de outras formas de vida vegetal, além das arbdreas; a utilizacdo de
grupos funcionais com espécies de preenchimento (arvores de rapido crescimento e rapida
cobertura do solo) e espécies de diversidade (arvores com crescimento mais lento e pequena
cobertura do solo, independente do comportamento sucessional); e a visdo ecossistémica do
processo de restauracdo, ndo focando somente na estrutura, mas sim nos processos ecologicos,
como a ciclagem de nutrientes, a incorporacao de matéria organica e a retencdo e redistribuicéo
da agua.

Dessa forma, o objetivo principal de todas as acdes de restauracdo deve ser retomar a
funcionalidade, estabilidade e integridade de um ecossistema degradado (MARTINS; NETO;
RIBEIRO, 2012). O produto da restauracdo ndo tem que ser obrigatoriamente uma copia da
composicdo de espécies e da distribuicdo espacial de individuos de um ecossistema de
referéncia. O que se procura restaurar, em relagao aos ecossistemas originais, sdo caracteristicas
de estrutura, biomassa, ciclagem de matéria e energia (NERY et al., 2013).

Para Brancalion et al. (2013), a restauracdo ecoldgica oferece uma forma promissora
para favorecer a persisténcia da biodiversidade e a provisdo de servigos ecossistémicos por
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meio: do estabelecimento de elementos estruturais na paisagem para aumentar sua
conectividade; da ampliacdo da cobertura florestal; da recuperacdo de remanescentes florestais
degradados pela protecdo de disturbios antrdpicos e restabelecimento da trajetoria sucessional;
e do suporte ao desenvolvimento socioecondmico de comunidades rurais marginalizadas, onde
a falta de oportunidades de geracdo de trabalho e renda tem gerado desmatamento, degradacéo
florestal e sobre-exploracao.

A crescente importancia da legislacdo ambiental para estimular programas de
restauracdo ecoldgica tem sido evidenciada mundialmente (PALMER; RUHL, 2015). No
Brasil, a Lei 12.615/2012 (BRASIL, 2012), denominada como o novo Cddigo Florestal,
estabelece o dever do proprietario, possuidor ou ocupante da area de recompor a vegetacao de
areas de preservacao permanente (APP) e reserva legal, em casos de supressao da vegetacao. A
legislacdo ambiental brasileira exige a compensacdo ambiental pela implantacdo de
empreendimentos causadores de significativo impacto ambiental, lei n® 9.985/2000 (BRASIL,
2000); e pela supressdo da Mata Atlantica, pela lei n° 11.428/2006 (BRASIL, 2006).

A prética dessa lei pelos proprietarios rurais é imprescindivel para a conservacéo e
restauracdo do bioma, posto que 90% da vegetacdo nativa remanescente no pais ndo se situa
em unidades de conservagdo, mas sim em propriedades rurais particulares (RIBEIRO et al.,
2009).

Concomitantemente, 0 mundo esta gradualmente reconhecendo o enorme potencial da
restauracdo ecologica para enfrentar os desafios mais prementes do nosso tempo: 58 paises se
comprometeram a restaurar mais de 170 milhGes de hectares de terras desmatadas e degradadas
até 2030 (CHAZDON; BRANCALION, 2019; ALMEIDA et al., 2020).

De acordo com Pinto et al. (2014), iniciativas de restauracéo florestal na Mata Atlantica,
em pequena escala, cresceram como resultado do crescente envolvimento de ONGs ambientais,
que foram além de uma perspectiva de se concentrar apenas na conservacgédo da biodiversidade
para incluir a restauracdo ecoldgica em seu escopo de atividade. Acrescidos as ONGs,
agricultores foram forcados pelo Codigo Florestal a restaurar partes de suas terras, bem como
as empresas privadas necessitando restaurar 0s ecossistemas nativos atraves de politicas de
compensacdo ambiental e, em alguns casos, obter certificacdo ambiental e beneficios de
mercado.

Contudo, por mais de 20 anos, as partes interessadas individuais trabalharam para
restaurar a floresta, mas esses esforcos desagregados levaram a ineficiéncias e resultados
malsucedidos (HOLL et al., 2017), seja pela limitacdo de conhecimento, pela falta de
profissionais capacitados ou pelas demandas emergenciais de restauracdo. Esses esforcos,
entretanto, serviram de alicerce para a melhoria das acbGes de restauracdo posteriores
(BRANCALION et al., 2010).

Em 2009, um grupo de organizacbes ndo governamentais (ONGs), agéncias
governamentais, empresas privadas e instituicdes de pesquisa criou o Pacto pela Restauracdo
da Mata Atlantica (https://www.pactomataatlantica.org.br), com o objetivo de restaurar 15
milhdes de hectares da Mata Atlantica até o ano de 2050. O sucesso mais que dobraria a
cobertura natural atual e garantiria 30% de cobertura vegetal em relacdo a extensao original
(PINTO et al., 2014; SCARANO; CEOTTO, 2015; CROUZEILLES et al., 2019). O Pacto
agora inclui mais de 270 organizagdes participantes, que geram e difundem conhecimentos
sobre restauracdo florestal, além da divulgacdo das experiéncias realizadas no bioma
(BRANCALION et al., 2016).

Em 2011, o movimento se comprometeu com o Desafio de Bonn a recuperar 1 milhdo
de hectares na Mata Atlantica até 2020. Somente entre 2011 e 2015 foram restauradas uma
estimativa de 673.510-740.555 hectares de florestas nativas do bioma. Parte desse sucesso na
restauracdo em larga escala estd relacionado a trés atividades principais do Pacto:
desenvolvimento da governanga, comunicacdo e articulagdo da restauracdo, promocdo de
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estratégias para influenciar politicas publicas e estabelecimento de sistemas de monitoramento
de restauracdo (CROUZEILLES et al., 2019).

2.3 Transposicao de topsoil florestal como préatica de restauracéo

As intervengfes empregadas na restauracdo florestal variam muito entre projetos
dependendo da extens&o e duragéo das perturbagdes passadas, das condigdes culturais que tém
transformado a paisagem e das oportunidades e limitagdes atuais. Na mais simples das
circunstancias, a restauracao florestal implica eliminar ou modificar uma alteracdo especifica,
para permitir que os processos ecoldgicos se recuperem por si mesmos (SER, 2004).

Brancalion et al. (2019b) elencam as principais praticas realizadas em projetos de
restauracdo florestal: regeneracdo natural, regeneracdo assistida, plantio de enriquecimento
(utilizando sementes ou mudas) de espécies que ndo colonizam areas de regeneracdo natural,
semeadura direta, plantio de mudas e transposicao de topsoil. Contudo, o plantio de espécies
arbéreas continua sendo o principal foco nos programas de restauracdo ecoldgica nos tropicos
(CHAZDON; URIARTE, 2016), sendo a pratica mais empregada na Mata Atlantica
(BRANCALION et al., 2019Db).

A restauracdo de areas através do reflorestamento em area total tradicional apresenta um
alto custo e, em muitos casos, baixa eficiéncia no estabelecimento das mudas e uma baixa
diversidade biologica. Com isso, projetos estritamente silviculturais vém sendo substituidos por
projetos com enfoque na ecologia da restauragdo, com prioridade para a recuperacdo da
resiliéncia dos ecossistemas (MARTINS et al., 2014).

A restauracdo florestal deve levar em conta os componentes do sistema solo-planta-
atmosfera, buscando uma recuperagdo integrada dos processos bioldgicos. Dessa forma, a
revegetacdo demanda a utilizacdo de diferentes técnicas envolvendo conhecimentos
multidisciplinares (LEAL FILHO; SANTOS; FERREIRA, 2013), sobre solo (fertilidade, fisica,
biota, ciclagem de nutrientes), planta (botéanica, fisiologia, interacdes com animais), atmosfera
(climatologia) e suas interacdes ecologicas (DUARTE; CASAGRANDE, 2006).

Dentre outras técnicas de recomposicdo da vegetacdo de areas degradadas, o artigo 14
da Instrucdo Normativa ICMBIO n° 11/2014 (BRASIL, 2014) cita a transposicao de solo como
alternativa a ser empregada para a recuperacao ambiental.

Diversas pesquisas evidenciam o sucesso da transposi¢cdo da camada superficial de solo
florestal (topsoil) como técnica de restauracdo florestal em ambientes onde o solo encontra-se
degradado, tais como as desenvolvidas por Parrota e Knowles (2003); Jakovac (2007); Hall,
Barton e Baskin (2010); Bento et al. (2013); Leal Filho, Santos e Ferreira (2013); Golos e Dixon
(2014); Jaunatre, Buisson e Dutoit (2014); Ferreira, Walter e Vieira (2015); Fowler et al.
(2015); Maiti e Maiti (2015); Bulot et al. (2016); Amaral et al. (2017); Chenot et al. (2017);
Dias (2017); Ferreira e Vieira (2017); Hiller et al. (2017); Lima et al. (2017); Moraes et al.
(2017); Zatelli (2017); Buisson et al. (2018), Pilon, Buisson e Durigan (2018); Silva (2018);
Schmidt et al. (2020); Chaer et al. (2021); Onésimo et al. (2021); Silva (2022); Souza, Chaer e
Gongcalves (2022).

O topsoil florestal compreende a camada mais superficial do solo, podendo conter o
horizonte O, 0 A, 0 B (caso o horizonte A seja raso) e a combinacdo de ambos (IBAMA, 1990;
MACKENZIE; NAETH, 2019). Dentre os estudos elencados acima ndo ha consenso quanto a
espessura do topsoil a ser coletada, podendo ser retirados os primeiros 0-5, 0-10, 0-15, 0-20 e
menos frequentemente, 0-30 centimetros de solo. Este serve como fonte de matéria organica,
nutrientes, sementes e fauna. Além disso, essa camada de solo pode conter fungos, bactérias
simbiontes e outros microrganismos promotores de crescimento vegetal, que facilitam o



estabelecimento das plantas na area impactada (GOLOS; DIXON, 2014; LIMA et al., 2015;
PILON; BUISSON; DURIGAN, 2018).

A transposicédo de topsoil consiste em remover a camada superficial do solo de um local
doador conservado e utiliza-lo para recobrir uma area degradada (REIS et al., 2014; BULOT et
al., 2016).

O topsoil pode ser o solo preexistente do local, ou pode vir de outro ja programado para
destruicdo (CHENOT et al., 2017). A supresséo da vegetacao nativa e a remocao do topsoil séo
necessarias para a realizacdo de atividades como mineracao, construgdo de estradas, ferrovias,
canais, oleodutos e construcdo civil (FERREIRA; VIEIRA; WALTER, 2015). Dessa forma, a
transposicdo deste é realizada como medida de compensacdo ambiental por potenciais perdas
de biodiversidade na area de exploracdo (CRAIG et al., 2013; FERREIRA e VIEIRA, 2017).

Esse material é descartado em lixdes, beiras de estrada e em pilhas de rejeito. Algumas
atividades de mineracdo o estocam em leiras por anos, com o proposito de devolvé-lo para a
cava de minerag¢do (FERREIRA; VIEIRA; WALTER, 2015) ou até que se encontre um local
adequado para sua utilizagdo (GOLOS; DIXON, 2014). Todavia, este deve ser utilizado o
guanto antes apos sua remocao da area fonte, pois o tempo de armazenamento pode influenciar
na viabilidade das sementes e na qualidade do solo (MACKENZIE; NAETH, 2019).

Huller et al. (2017) constataram que a aplicacéo de topsoil florestal (associado ou ndo a
serrapilheira) na superficie do solo de uma area de cultivo abandonada beneficiou a semeadura
direta de Schinus terebinthifolius Raddi, promovendo maior germinacdo, sobrevivéncia e
crescimento da espécie arborea. Os autores recomendam a utiliza¢do desse insumo em projetos
de restauracédo florestal, contudo evidenciaram o alto custo de coleta, transporte e aplicacéo.
Sendo assim, aconselham que estudos adicionais investiguem a quantidade ideal para
minimizar os custos.

A transposicdo de topsoil geralmente é realizada em area total de plantio, sendo o
material aléctone depositado sobre a superficie do solo da area degradada. Esta atividade
demanda elevada quantidade de material, acarretando elevados custos, tanto na coleta quanto
no transporte do mesmo, como comprovado por Bento et al. (2013), Maiti e Maiti (2015) e
Huller et al., 2017. De acordo com Chaer et al. (2021), o custo da opera¢do aumenta em
proporcao a distancia de transporte a tal ponto que a operacgéo se torna muito onerosa. Os autores
citam um exemplo que, para a aplicacdo de uma camada de 10 cm em um hectare, sao
necessarias cem viagens de caminhdo com capacidade para transportar 10 m® de topsoil por
viagem.

As pesquisas envolvendo a transposicao de topsoil avaliaram a espessura adequada
(AMARAL et al., 2017; DIAS, 2017; FERREIRA; VIEIRA, 2017) e a melhor época de coleta
(BUISSON et al., 2018; PILON; BUISSON; DURIGAN, 2018), como deve ser realizado o
armazenamento e o tempo em que esse material pode ficar estocado sem prejuizo a sua
funcionalidade (GOLOS; DIXON, 2014; MORAES et al., 2017), a origem, se proveniente de
floresta em estagio inicial ou médio de regeneracdo, afetando a regeneracdo natural (AMARAL
et al., 2017), a viabilidade do banco de sementes (HALL; BARTON; BASKIN, 2010;
FERREIRA; WALTER; VIEIRA, 2015; FOWLER et al., 2015; MORAES et al., 2017
ZATELLI, 2017; SOUZA; CHAER; GONCALVES, 2022), a associacdo com a serrapilheira
(DIAS, 2017; HULLER et al., 2017; ZATELLLI, 2017), o efeito na fauna edafica (LIMA et al.,
2017) e os custos associados (BENTO et al., 2013; FERREIRA; VIEIRA, 2017). Estudos que
avaliam a eficiéncia do uso do topsoil como fonte de microrganismos na restauracéo florestal
sdo escassos (SILVA, 2018; AVERILL et al., 2022; SILVA, 2022; MCMAHEN et al., 2022).



2.4 Relag0es entre microrganismos do solo e plantas

O solo suporta a maioria dos processos ecossistémicos nas florestas, sendo muitos
desses mediados por comunidades microbianas (BALDRIAN et al., 2012; SONG et al., 2016),
que representam a maior parte da biomassa total do solo (PULLEMAN, 2012). Cerca de 1 g de
solo ao redor das raizes pode conter 10® a 10! células microbianas cultivaveis e
aproximadamente 10* espécies microbianas (BERENDSEN; PIETERSE; BAKKER, 2012). O
microbioma do solo abrange os organismos com didmetro inferior a 500 um, incluindo arqueias,
bactérias, virus, fungos, protistas e outros microrganismos eucariotos (FIERER, 2017; XU et
al., 2017).

Os microrganismos séo claramente um componente-chave dos ecossistemas (FIERER,
2017) e desempenham um papel fundamental na decomposi¢do da matéria organica do solo, na
mineralizacdo (BERKELMANN et al., 2020) e ciclagem de nutrientes, na manutencdo da
fertilidade do solo, no sequestro de carbono (FIERER, 2017) e na degradacdo de poluentes
naturais e produzidos pelo homem (GRZADZIEL, 2017). Além disso, a supressao de patdgenos
vegetativos, provavelmente pela producdo de antibioticos, a producdo de enzimas e o
suprimento de hormdnios de crescimento para as plantas sdo consequéncias adicionais das
interacdes planta-microrganismos nas raizes (BRUTO et al., 2014).

Ademais, 0s microrganismos presentes no solo tém impacto direto ou indireto na
produtividade, diversidade e composicdo das comunidades vegetais (WAGG et al., 2014;
PEDONE-BONFIM et al.,, 2017). Por exemplo, 0S microrganismos que promovem O
crescimento de plantas exercem efeito benéfico, podendo estar em simbiose com elas ou viver
livremente (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As plantas abrigam uma grande diversidade de microrganismos, tanto epifiticos quanto
endofiticos, os quais podem estabelecer diferentes tipos de relagdes ecologicas com elas, como
0 mutualismo, o amensalismo, o comensalismo e o parasitismo (SCHLAEPPI; BULGARELLLI,
2015; van der HEIJDEN et al., 2016). Muitos microrganismos associados as superficies das
plantas (filosfera e dermosfera, por exemplo) ou as raizes (rizosfera) podem ndo exercer
diretamente impactos positivos ou negativos no desenvolvimento do hospedeiro (van der
HEIJDEN et al., 2016), enquanto outros afetam positivamente, como € o caso dos fungos
micorrizicos arbusculares e bactérias fixadoras de nitrogénio (van der HEIJDEN et al., 2008),
Ou negativamente, como € 0 caso de microrganismos patogénicos (van der HEIJDEN et al.,
2016).

2.4.1 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas

As bactérias que vivem nas raizes e que influenciam positivamente o crescimento das
plantas sdo chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas — RPCP
(CHAUHAN et al., 2015).

Dentre os beneficios que as RPCP promovem as plantas estdo inclusos a supressdo de
doencas causadas por microrganismos, a inducdo de crescimento pela producao de fitorménios
e a aceleracdo da disponibilidade e assimilacdo de nutrientes (YANG et al., 2009). Estes efeitos
podem ser alcancados pela interacdo direta entre as RPCP e seus hospedeiros, mas tambem
indiretamente, devido as suas atividades antagbnicas contra os patdgenos de plantas
(SWARNALAKSHMI et al., 2013).

Singh et al. (2019) distinguem os principais mecanismos de ac¢ao diretos e indiretos que
essas rizobactérias propiciam ao crescimento das plantas. Os mecanismos diretos abarcam a
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fixacdo bioldgica de nitrogénio, a solubilizacdo do fosfato inorgénico e do potéssio e a producao
de siderdforos, fitormonios e da enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) deaminase.

O ferro ocorre predominantemente como Fe3* no solo, que por sua vez forma hidroxidos
e oxi-hidroxidos insoluveis, tornando-se indisponivel para absorcdo e assimilagdo por plantas
e microrganismos (RAJKUMAR et al., 2010). Nessas condi¢des limitadoras de ferro, certas
RPCP produzem pequenas moléculas orgénicas, denominadas de siderdforos, que possuem alta
afinidade pelo ferro férrico (SAHA et al., 2016) e que podem solubilizar e quelar o ferro
(NAVARRO et al., 2019), tornando-o disponivel para as plantas.

Os fitohormbnios compreendem auxina, citocinina, giberelina, etileno,
brassinosteroides, &cido abcisico, &cido salicilico, &cido jasmdnico e estrigolactonas (AERON
et al., 2020). Além de regular o crescimento e o desenvolvimento das plantas, esses
desempenham um papel essencial na resposta ao estresse abi6tico e bidtico, atuando como
moléculas de sinalizacdo nas vias de sinalizacdo exdgena e enddgena. Em partes da rizosfera,
os fitohormdnios tém um papel exdgeno, como o controle de metais pesados, e ao regular o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, eles tém um papel end6geno (EMAMVERDIAN;
DING; XIE, 2020).

A atividade enzimatica da ACC desaminase das rizobactérias facilita o crescimento
vegetal como consequéncia do fato de sequestrar e clivar o ACC (1-aminociclopropano-1-acido
carboxilico) produzido pela planta, diminuindo assim o nivel de etileno na planta, pois esse em
alta quantidade € inibidor do alongamento das raizes. Por sua vez, niveis reduzidos de etileno
permitem que a planta seja mais resistente a uma ampla variedade de estresses, incluindo
infeccdo por fitopatdgenos, exposicdo a extremos de temperatura, salinidade alta, inundacdes,
seca, exposicdo a metais e contaminantes organicos e predacdo por insetos (JHA; SARAF,
2015).

Dentre os mecanismos indiretos, Singh et al. (2019) listam a resisténcia sistémica
induzida, a producdo de compostos organicos volateis e exopolissacarideos, a sintese de
enzimas liticas e antioxidantes e a producéo de sideroforos e antibidticos.

As RPCP podem reduzir a incidéncia do ataque de patégenos provocando uma resposta
rapida de defesa da planta, denominada resisténcia sistémica induzida. Esse mecanismo envolve
a sinalizacdo de jasmonato e etileno na planta e esses hormdnios estimulam as respostas de
defesa da planta hospedeira a uma gama de patdgenos (GLICK, 2012, 2015).

Os compostos organicos volateis produzidos pelas RPCP sdo moléculas pequenas e
gasosas, que promovem o crescimento das plantas, inibem patdgenos bacterianos e fungicos,
assim como nematoides e promovem resisténcia sistémica induzida as plantas contra os
fitopatdgenos (RAZA et al., 2016).

Diversas RPCP produzem enzimas que degradam a parede celular de fungos
patogénicos, tais como celulase, hemicelulase, quitinase, protease e glucanase, que sdo capazes
de hidrolisar celulose, hemicelulose, quitina, proteinas e glucanos (SINGH et al., 2019). Alem
da producéo de enzimas liticas, esses organismos também podem sintetizar e secretar enzimas
antioxidantes, como catalase, superoxido dismutase, glutationa redutase e ascorbato peroxidase,
que eliminam espécies reativas de oxigénio produzidas durante estresses abioticos
(KAUSHAL; WANI, 2015).

As rizobactérias produtoras de sider6foros melhoram a nutricdo das plantas, tambem
podendo quelar zinco, manganés, cobre e niquel, inibem crescimento de outros microrganismos
com a liberacdo de moléculas antibioticas e limitam o ferro disponivel, dificultando o
crescimento de patdgenos vegetais, geralmente fungos, que sdo incapazes de absorver o
complexo sideréforo de ferro (JHA; SARAF, 2015; KRAMER; OZKAYA; KUMMERLI,
2020).

Como mais um mecanismo de biocontrole, a producéo de antibidticos (antibiose) por
RPCP desempenha um papel importante no controle de doencas de plantas. O processo é
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definido como a inibi¢do ou supressdo de microrganismos patogénicos atraves da producgdo de
compostos de baixo peso molecular (antibiético) por outros microrganismos (KENAWY et al.,
2019). De todas as RPCPs, as espécies de Bacillus e Pseudomonas sdo consideradas as mais
eficientes na inibigdo do crescimento e proliferacdo de fitopatdgenos, como fungos, bactérias,
virus e nematoides, através da producdo de metabolitos especificos (ULLOA-OGAZ; MUNOZ-
CASTELLANOS; NEVAREZ-MOORILLON, 2015).

2.4.2 Bactérias fixadoras de nitrogénio

O nitrogénio é considerado o nutriente mais utilizado pela maioria das plantas ja que é
necessario para a constituicdo de aminoéacidos, proteinas, cidos nucléicos e clorofila (STUCKE
et al., 2018). As plantas o absorvem apenas nas formas inorganicas de ions aménio (NHz *) e
fons nitrato (NO3") (SMITH et al. 2015).

Embora seja um dos elementos mais abundantes, compreendendo 78% da atmosfera
atual da Terra como N2, 0 material de origem dos solos ndo contém quantidades significativas
de nitrogénio. Uma das principais formas de entrada do nitrogénio no solo é a fixac&o biologica
de nitrogénio (SMITH et al. 2015). Nesse processo, microrganismos diazotroficos, incluindo
representantes de Eubacteria e Archea, convertem o dinitrogénio atmosférico (N2) a amonia
(NH3) (MUS et al., 2016). Essa reacdo é catalisada pela nitrogenase, que realiza a quebra da
tripla ligagdo do N2, produzindo o NH3 (DENK et al., 2017).

Os diazotrdficos podem ser de vida livre, estar associados a espécies vegetais ou
estabelecer simbiose (MOREIRA et al., 2010). A maioria das espécies diazotroficas é de vida
livre, ocorrendo em todos os tipos de solo, na rizosfera e filosfera de plantas, em aguas doces e
salgadas e no trato intestinal de certos animais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As bactérias diazotrdficas associativas colonizam a rizosfera ou mesmo a superficie e o
interior das raizes, caules e folhas. A rizosfera é a fracdo do solo que sofre influéncia da
liberacdo de exsudatos de raiz, onde as bactérias presentes no solo e que tém a capacidade de
responder a estes exsudatos, aumentam suas respectivas populacdes e passam a interagir de
maneira mais intensa com a espécie vegetal em desenvolvimento. Ja as bactérias que colonizam
o tecido interno das plantas sdo chamadas de endofiticas (ANDREOTE; GUMIERE; DURRER,
2014) e essa associacdo pode ser obrigatdria ou facultativa. Esses microrganismos exibem
interacdes complexas com seus hospedeiros que variam do mutualismo ao parasitismo (ESKIN;
VESSEY, TIAN, 2014).

Membros da familia Leguminosae e de nove familias de plantas se beneficiam da
simbiose com bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) (GRIESMANN et al., 2018). De acordo
com analises filogenéticas, The Legume Phylogeny Working Group - LPWG (2017) reconhece
seis subfamilias pertencentes a Leguminosae (Duparquetioideae, Cercidoideae, Dialioideae,
Detarioideae, Papilionoideae e Caesalpinioideae), em que apenas duas incluem espécies
noduliferas, Caesalpinioideae e Papilionoideae.

As leguminosas se associam com centenas de espécies de a-Proteobacteria e f-
Proteobacteria que tém capacidade de fixar nitrogénio (REMIGI et al., 2016), conhecidas
popularmente como rizobio. A subclasse o-Proteobacteria abrange os géneros Rhizobium,
Ensifer (anteriormente Sinorhizobium), Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Allorhizobium,
Azorhizobium, Aminobacter, Devosia, Methylobacterium, Microvirga, Ochrobactrum,
Phyllobacterium, Shinell, Agrobacterium, Neorhizobium e Pararhizobium. Na subclasse B-
Proteobacteria estdo presentes os géneros Burkholderia, Cupriavidus e Trinickia (HELENE et
al., 2022).

AssociacOes simbioticas de rizobios também podem ser encontradas em Parasponia,
género da familia Cannabaceae (SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013). No entanto, a
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capacidade de nodular as plantas actinorrizicas (Betulaceae, Casuarinaceae, Myricaceae,
Rosaceae, Eleagnaceae, Rhamnaceae, Datiscaceae e Coriariaceae) foi restrita ao género
Frankia (SANTI; BOGUSZ; FRANCHE, 2013; MASSON-BOIVIN; SACHS, 2018).

Como saprofitas, os rizobios sobrevivem em uma comunidade microbiana complexa,
adotando um estilo de vida oligotréfico. Dentro da planta hospedeira, se diferenciam em
bacteroides endossimbidticos (POOLE; RAMACHANDRAN; TERPOLILLI, 2018).

Os rizobios resolveram o paradoxo entre seu status aerdbico estrito e a extrema
sensibilidade da nitrogenase ao oxigénio, induzindo novos 6rgaos, os nddulos. Esses exibem
uma atmosfera extremamente baixa de oxigénio e sintetizam uma forma de hemoglobina
vegetal, a leghemoglobina, que facilita a difusdo de O» aos bacteroides (MASSON-BOIVIN;
SACHS, 2018).

Dentro dos nddulos, as plantas fornecem dicarboxilatos (malato, succinato e fumarato)
aos bacteroides, como fontes de energia e carbono e, por sua vez, os bacteroides secretam
amonia, fornecendo-a a planta (MUS et al., 2016; MITSCH et al., 2017).

2.4.3 Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos desempenham papéis fundamentais nos processos biogeoquimicos e na satde
do solo, como mutualistas, saprofitas de vida livre e patogenos, regulando a composicao das
espécies vegetais (MCLAUGHLIN; SPATAFORA, 2014; BRINKMANN et al., 2019).
Diversos fungos interagem com as plantas, representando um componente relevante da
microbiota vegetal (BONFANTE; VENICE, 2020).

A associacdo simbiotica entre os fungos do solo e as raizes das plantas é denominada
micorriza e essa pode ser encontrada em mais de 92% das espécies vegetais (BRUNDETT;
TEDERSOO, 2018). De acordo com a forma como os fungos interagem com a raiz da planta
hospedeira, as micorrizas foram separadas em sete tipos: endomicorrizas, ectomicorrizas,
ectendomicorrizas, monotropoides, arbutoides, orquidoides e ericoides. No entanto, essa
classificacdo foi modificada e atualmente ectendomicorrizas, monotropoides e arbutoides sao
consideradas como tipos de ectomicorrizas. Dessa forma, foram estabelecidos quatro tipos
principais de micorrizas: ectomicorrizas, arbusculares, ericoides e orquidoides (van DER
HEIJDEN et al., 2015; SIZONENKO; DUBROVSKIY; NOVAKOVSKIY, 2020).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) estdo presentes no filo Mucoromycota,
subfilo Glomeromycotina e sdo responsaveis pela simbiose fungo-planta mais comum e de
maior sucesso na Terra (SPATAFORA et al., 2016). Muitas plantas dependem dos FMA para
a sobrevivéncia e o0 crescimento. Esses organismos formam associacdes simbioticas
mutualisticas com raizes de aproximadamente 80-90% dos vegetais superiores e em todos 0s
habitats do planeta (van der HEIJDEN et al., 2015).

Os FMA sdo biotroficos obrigatdrios, isto é, a conclusdo do ciclo de vida depende de
sua capacidade de estabelecer associacdes simbidticas com as raizes do hospedeiro (SBRANA,;
TURRINI; GIOVANNETTI, 2017). Em ambas as simbioses, rizobiana e micorrizica
arbuscular, as plantas recompensam seus parceiros microbianos com carbono
fotossinteticamente assimilado (PUSCHEL et al., 2017). Dessa forma, os FMA vivem no solo,
formando uma rede de hifas, mas dependem em grande parte do carbono reduzido obtido pelas
plantas hospedeiras; por outro lado, fornecem nutrientes limitantes as plantas, gracas ao
estabelecimento de contatos celulares intimos (LANFRANCO; FIORILLI; GUTJAHR, 2018).

A associacdo dos FMA com as plantas € caracterizada pela formacao de arbusculos e/ou
vesiculas fangicas dentro das células corticais das raizes das plantas. Alguns tdxons de FMA
podem produzir vesiculas intra e intercelulares, que sdo estruturas de armazenamento
(PLASSARD; BECQUER; GARCIA, 2019).
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O micélio se diferencia em dois pseudo-tecidos: hifas extrarradiciais, explorando o solo
para coletar agua e nutrientes; e hifas intrarradiciais, responsaveis pela alocacdo de recursos
para a planta e captacdo dos fotoassimilados. No cortex radicular, as hifas penetram em células
individuais, onde desenvolvem estruturas hifais altamente ramificadas, os arbusculos
(GUTJAHR; PARNISKE, 2013; LANFRANCO; BONFANTE; GENRE, 2016). Os arbusculos
sdo cercados por uma membrana periarbuscular derivada da planta, que, juntamente com a
membrana arbuscular, formam uma interface extensa para a troca de nutrientes
(LANFRANCO; FIORILLI; GUTJAHR, 2018).

As hifas sdo mais finas que os pelos radiculares e, portanto, podem explorar uma
superficie especifica maior de solo e se estender por muitos metros abaixo do solo, permitindo
que os fungos acessem microporos do solo inacessiveis as raizes. Dessa forma, conseguem
aumentar a captacdo de agua, macro e micronutrientes do solo para as raizes colonizadas
(ALLEN, 2011; GIOVANNETTI et al., 2015). Em troca, a planta fornece até 20% do carbono
organico fixado fotossinteticamente para 0 FMA (ROTH; PASZKOWSKI, 2017).

O aumento da eficiéncia na absorcdo do fosforo promovido pelos FMA é extremamente
importante para as plantas, pois este elemento é pouco mdvel no solo (ALFAIA; UGUEN,
2013). Esse macronutriente é essencial para o crescimento biolégico e desenvolvimento dos
organismos, sendo de extrema importancia para o metabolismo vegetal, principalmente nos
primeiros estagios de desenvolvimento da planta. Sua composicao participa diretamente nas
estruturas de macromoléculas, como membranas celulares, carboidratos e &cidos nucleicos.
Participa na ativacdo enzimatica e na producdo de energia (ATP), sendo responsavel também
pela sintese de celulose e sacarose nas plantas, entre outras fungdes. Sua auséncia se torna
crucial, de modo que a planta ndo se desenvolve (FINGER, 2002; SOUSA, 2010; TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Além de maior suprimento nutricional, que ocasiona ao ganho de crescimento das
plantas associadas, os FMA podem proporcionar outros beneficios a essas, tais como: aumentar
a tolerancia das plantas a condigdes de estresse, isto €, toxicidade, salinidade, escassez de agua
e acidez do solo (SMITH; READ, 2008; AUGE; TOLER; SAXTON, 2015; MEIER et al.,
2015); exercer controle sobre patdgenos (MORA-ROMERO et al., 2015); e promover maior
agregacao do solo (PENG; GUO, LIO, 2013).

Os FMA estéo envolvidos na formacdo e estabilizacdo dos agregados do solo por meio
do desenvolvimento de uma rede de hifas, criando um esqueleto estrutural que atua na juncédo
e adesdo das particulas do solo. As hifas extrarradiciais liberam polissacarideos extracelulares
que se ligam aos microagregados do solo, e produzem a glomalina, uma glicoproteina que
apresenta uma acdo cimentante nas particulas do solo (PENG; GUO, LIO, 2013; VILELA et
al., 2014). Solos bem estruturados possuem agregados estaveis, poros com tamanhos diversos,
tém elevada atividade microbiana, boa retencdo de agua e penetracdo das raizes, o que
indiretamente favorece o desenvolvimento das plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Mediante aos servicos ecossistémicos produzidos pelas micorrizas arbusculares, esses
organismos tém papel significativo na restauracdo ecoldgica. Diversos trabalhos tém
evidenciado a importancia da associacdo micorrizica arbuscular no estabelecimento de espécies
vegetais pioneiras durante os estagios iniciais de sucessao ecoldgica. A composicdo de FMA
presentes no solo impacta na estruturacdo da diversidade e abundancia de arvores da floresta
tropical (COMITA et al., 2010; MANGAN et al., 2010; LIU et al., 2012; PEAY; BARALOTO;
FINE, 2013).

Em estudo desenvolvido em trés florestas na regido amazénica (terra firme, inundada
sazonalmente e areia branca), Peay, Baraloto e Fine (2013) verificaram que a diversidade o ¢
de fungos do solo e a das arvores estdo fortemente correlacionadas. A correlacéo positiva entre
a riqueza de plantas e fungos foi mais forte em linhagens de fungos conhecidas por estratégias
biotréficas (patdgenos, micorrizas) em comparacdo a uma linhagem conhecida principalmente
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por saprotrofia, sugerindo que essa relacéo €, pelo menos em parte, devido a influéncia direta
das interacOes planta-fungo, seja pelo fungo ser biotréfico obrigatério ou pelo aumento de
recursos.

2.4.4 Associacdo entre plantas, bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos
arbusculares

As plantas interagem com muitos microrganismos simbidticos que podem afetar
significativamente seu desempenho. Esses microrganismos podem agir independentemente, de
modo que seus efeitos em plantas hospedeiras sejam aditivos, ou podem ter efeitos sinérgicos,
como muitos FMA e rizobios em associagdo com plantas hospedeiras (AFKHAMI et al., 2020).
Essa interacdo € denominada simbiose tripartite, e 0s microbiontes estimulam a absorcdo de
fosfato e nitrogénio pela planta, levando a um maior crescimento vegetal (KAFLE et al., 2019).

Embora essas associagdes tripartites ainda ndo estejam muito bem caracterizadas, elas
parecem depender fortemente de trocas nutricionais entre FMA e bactérias (DELLAGI;
QUILLERE; HIREL, 2020).

Os rizébios tém pouca mobilidade no solo, enquanto os fungos filamentosos séo
conhecidos por crescerem amplamente através dos poros do solo. Uma maneira para os rizobios
migrarem para a rizosfera é utilizar os micélios como redes de disperséo, alcangando outros
microhabitats. Sendo assim, as micorrizas permitem o contato entre os rizobios e as raizes e,
subsequentemente, favorecem a nodulacdo (NOVAIS et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

Puschel et al. (2017) encontraram uma correlacdo fortemente positiva entre o teor total
de fésforo de duas leguminosas (Medicago spp.) e o de nitrogénio da planta, derivado da fixacao
biologica de nitrogénio. Em condicdes de baixa disponibilidade de fosforo, a simbiose
micorrizica arbuscular melhorou a absorcao de fosforo pelas plantas e estimulou a eficiéncia da
fixacao bioldgica de nitrogénio.

O estudo de Nasto et al. (2014) evidenciou que a coloniza¢do micorrizica arbuscular e
a atividade da enzima fosfatase, responsavel pela mineralizacdo do fosforo organico, foram
maiores quando houve associagdo tripartite com bactérias fixadoras de nitrogénio e plantas em
florestas tropicais, em relacdo a plantas que ndo se associam a essas bactérias. A colonizagéo
micorrizica pode atender altas demandas de fosforo exigidas pelas enzimas nitrogenase para
fixacao de nitrogénio. Além disso, o fornecimento de fosforo para a planta facilita o crescimento
dessa, 0 que promove maior disponibilidade de fotossitentizados, aumentando a fixacdo
biologica de nitrogénio.

N&o obstante, ha a regulacdo da planta em relacdo aos microrganismos simbiontes
associados. Um estudo recente de Kafle et al. (2019) demonstrou que quando a demanda da
planta por nitrogénio era maior, mais carbono oriundo da fotossintese foi alocado para rizobios
do que para fungos micorrizicos arbusculares e, inversamente, mais carbono foi alocado para
FMA do que para rizébios quando a demanda por nitrogénio foi menor, e que esses padrdes de
alocacdo foram correlacionados com niveis de expressdo de transportadores de sacarose de
planta especificos para mutualistas. Esse estudo evidencia como as plantas hospedeiras podem
controlar o fornecimento de carbono para simbiontes em resposta direta a disponibilidade de
recursos, visando maximizar seus beneficios simbidticos.

2.5 O uso de inoculantes microbianos na restauracao florestal

Os microrganismos simbidticos tém sido empregados como biofertilizantes em diversos
projetos de recuperacgdo de areas degradadas, com o intuito de favorecer o estabelecimento de
mudas de leguminosas arbdreas e restabelecer a ciclagem de nutrientes (RODRIGUES et al.,
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2006; MACEDO et al., 2008; CHAER et al., 2011; ANGELINI; SAGGIN; SILVA, 2013;
BORGES et al., 2016).

Os biofertilizantes sdo preparagdes contendo microrganismos vivos que podem ser
agentes de biocontrole, bem como fixar, mobilizar, solubilizar ou decompor fontes de nutrientes
e, quando inoculadas através da semente ou solo, aumentam a absorcdo de nutrientes pelas
plantas (MOHANRAM; KUMAR, 2019).

Os inoculantes microbianos compreendem trés grupos principais de microrganismos do
solo: as bactérias fixadoras de nitrogénio simbioticas, as demais rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas e os fungos micorrizicos arbusculares (AREMU et al., 2017).

De acordo com Cassetari, Silva e Cardoso (2016), o uso de inoculantes contendo
bactérias fixadoras de nitrogénio pode proporcionar grande economia de fertilizante
nitrogenado mineral, podendo substituir total ou parcialmente a necessidade de adubag&o
nitrogenada. Além disso, essa tecnologia tem diversos beneficios, como por exemplo, a
preservacdo da microbiota e da macrofauna do solo, a reducao de custos e ndo causar danos ao
meio ambiente.

A inoculacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio em leguminosas resulta no aumento
do nimero e massa dos nodulos, da atividade da nitrogenase, do contetdo de leghemoglobina
do nodulo e da massa seca da raiz e parte aérea (ABD-ALLA et al., 2014).

Do mesmo modo, a utilizagéo de inoculantes de fungos micorrizicos arbusculares torna-
se uma ferramenta biotecnologica sustentavel, que pode contribuir seja na formacdo de mudas
florestais de qualidade e de baixo custo (SANTOS et al., 2016) ou em campo, reduzindo custos
com fertilizantes quimicos e aumentando a sobrevivéncia das espécies (OLIVEIRA JUNIOR
et al., 2017a).

A composic¢éo dos inoculantes pode apresentar uma ou diversas espécies. A maioria dos
inoculantes comerciais disponiveis é baseada em culturas puras de uma unica espécie de
microrganismo (SHTARK et al., 2015). Entretanto, no Brasil existe apenas um inoculante
comercial de fungos micorrizicos arbusculares registrado no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, denominado de Rootella BR. O inoculante registrado em 2018 tem
como base propagulos de Rhizophagus intraradices e é utilizado para aumentar a produtividade
de culturas agricolas.

Muitos experimentos tentaram verificar o desempenho da planta em decorréncia da
inoculacdo, simplificando as interacBes que ocorrem na natureza, em uma relacdo planta-
microrganismo individual (CHAPARRO et al., 2012). Contudo, em condi¢Ges naturais, 0s
microrganismos raramente ocorrem isolados, e mesmo quando isolados, os individuos de uma
mesma populacdo interagem entre si de varias formas. Em uma comunidade microbiana
complexa, varios grupos de microrganismos se inter-relacionam, formando redes de
associacdes ecoldgicas complexas, cujo funcionamento é fundamental para a estabilidade
funcional do ecossistema (BERDUGO, 2016).

Embora alguns microrganismos estejam presentes em muitos ecossistemas, a aplicacéo
em massa de uma unica espécie pode resultar em perda de diversidade genética e ecoldgica e é
improvavel que seja responsavel por requisitos especificos do ecossistema (AVERILL et al.,
2022).

Em relacdo a monoinoculacdo, a coinoculacdo de microrganismos aparentemente tem
sido mais eficaz na estimulacéo do crescimento da planta, devido ao efeito sinérgico que ocorre
guando mais de um microrganismo interage com o mesmo ou com diversos géneros
(MORALES-GARCIA et al., 2019).

Em estudo realizado em casa de vegetacdo, Crossay et al. (2019) avaliaram qual tipo de
inoculagdo promovia maior crescimento vegetal de Metrosideros laurifolia Brongn. & Gris,
monoinoculagdes de seis fungos micorrizicos arbusculares ou a coinoculagdo desses. Quando
a planta enfrentou multiplos fatores de estresse abidtico (deficiéncia de nutrientes e altas
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concentragdes de diferentes metais pesados), a coinoculagdo de FMA pertencentes a diferentes
familias foi mais eficiente do que a monoinoculagdo na melhoria da biomassa, nutricdo mineral,
razdo Ca/Mg e tolerancia a metais pesados das plantas. Este desempenho sugeriu
complementaridade funcional entre os fungos relacionados distantemente. Uma Unica espécie
ndo pode usar todos 0s recursos ou tolerar as condi¢Oes presentes em todo o ambiente da
rizosfera em sua totalidade. Portanto, se diferentes espécies utilizarem um subnicho de todo o
ambiente, elas podem se complementar e juntas atingirem um maior nivel de funcionamento
(SALEEM; HU; JOUSSET, 2019).

Diversos fatores podem afetar o sucesso da inoculacdo e a persisténcia dos
microrganismos no solo, incluindo a compatibilidade das espécies com 0 ambiente (fertilidade,
textura e pH do solo) e a espécie vegetal alvo, o grau de competicdo espacial com outros
organismos no solo e o tempo de viabilidade (JANSA et al., 2014; BERRUTI et al., 2016;
WILLE et al., 2018).

Os inoculantes geralmente tém um bom desempenho em experimentos de laboratdrio
controlados, mas seu potencial ndo é totalmente expresso em ambientes naturais. Uma possivel
explicacdo é que os experimentos de laboratdrio sdo frequentemente conduzidos usando
substratos de solo esterilizado, enquanto os microrganismos inoculados enfrentam competicao
com a microbiota do solo nativo quando inoculados em solo natural (SCHLAEPPI;
BULGARELLLI, 2015). Por exemplo, os rizébios nativos de um determinado solo tendem a
apresentar maior adaptacdo as condicOes edaficas, principalmente quando o solo apresenta
alguma limitagdo, como teor elevado de metais ou baixo teor de matéria organica, pH, seca,
salinidade e mudancas extremas de temperatura, devido a maior pressédo de selecdo gerada pelo
ambiente, selecionando organismos altamente adaptados (FERNANDES JUNIOR; REIS,
2008; SWARNALAKSHMI et al., 2013).

De mesmo modo, um inoculante micorrizico pode falhar, dependendo do grau de
sobreposicdo de nicho com fungos residentes. Os sistemas degradados podem conter FMA
altamente competitivos, que tém tolerancia comprovada as condicfes locais, podendo ser
particularmente resistentes a competicdo de novos isolados (HART et al., 2017).

Além disso, inoculantes micorrizicos produzidos comercialmente representam um
pequeno pool genético de fungos selecionados para serem, a0 mesmo tempo, generalistas e
colonizadores agressivos (HART; ANTUNES; ABBOTT, 2017). Por conseguinte, hd a
possibilidade do inoculante fornecer microrganismos que apresentam caracteristicas de
desempenho aprimoradas (ex., alta taxa de crescimento, plasticidade fenotipica, eficiéncia de
utilizacdo de recursos e habilidades competitivas superiores), de modo que esses se tornem
dominantes na comunidade, e tendam a se espalhar em comunidades de menor diversidade e
alto nivel de disturbio (LITCHMAN, 2010). Uma vez que o estabelecimento ocorre, o indculo
microbiano introduzido pode ser capaz de superar alguns tdxons e usar 0s recursos existentes
para se espalhar e crescer, de modo que sua abundancia pode suprimir taxons que competem
por recursos semelhantes e facilitar o aumento de taxons que ndo estdo funcionalmente
relacionados aos inoculantes (MAWARDA et al., 2020).

Alguns experimentos realizados em casa de vegetacdo (KOCH et al.,, 2011;
SYMANCZIK et al., 2015) e em campo (PELLEGRINO et al., 2012) evidenciaram que fungos
micorrizicos arbusculares inoculados podem dominar rapidamente, substituindo parcial ou
completamente a comunidade de fungos nativa residente.

Em suma, os efeitos da aplicacdo de inoculantes as vezes divergem dos objetivos
pretendidos. Mawarda et al. (2020) realizaram um levantamento bibliografico sobre o impacto
da inoculacdo microbiana nas comunidades residentes do solo e verificaram que 86% dos
estudos mostraram que a inoculacdo altera a abundancia e a estrutura da comunidade nativa
residente, podendo prejudicar o funcionamento do solo. Em adicdo, 80% dos estudos ndo
observaram resiliéncia da comunidade residente a longo prazo.
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Além da relacdo de competicdo, os inoculantes podem influenciar o crescimento e a
atividade das comunidades microbianas residentes por meio da antibiose, isto é, pela secrecéo
de compostos quimicos que matam ou inibem os microrganismos residentes em sua vizinhanga
(MAWARDA et al., 2020).

2.6 Uso do topsoil florestal como inoculante microbiano

A manipulacdo do microbioma do solo para o aumento da produtividade de culturas é
uma prética antiga (FINKEL et al., 2017), com registros datando cerca de 300 anos a.C., em
que Teofrasto sugeria a mistura de diferentes solos com a finalidade de “corrigir defeitos e
adicionar forga ao solo”. Dentre os efeitos positivos, essa pratica poderia promover a introdugao
de uma microbiota benéfica as plantas (VESSEY, 2003).

A engenharia de microbiomas tem sido utilizada para modificar estruturas da
microbiota, restaurando o equilibrio ecolégico e melhorando a sade humana, a produtividade
agricola e a silvicultura (FOO et al., 2017; AVERILL et al., 2022). Por exemplo, a introdugdo
de Pinus radiata no hemisfério sul por silvicultores falhou diversas vezes devido & dependéncia
desses pinheiros, nativos do hemisfério norte, de associagdo com fungos ectomicorrizicos,
indculos quais s6 sdo encontrados no solo de florestas de pinheiros previamente estabelecidas
(HOEKSEMA et al., 2020).

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse em compreender a composicdo dos
microbiomas, dada a ampla influéncia dos microrganismos nos ecossistemas e 0s avangos
recentes no sequenciamento de microrganismos (FOO et al., 2017). Contudo, o potencial da
técnica de transposicao do microbioma do solo (por exemplo, utilizando o topsoil florestal) para
promover a recuperacdo de areas degradadas ainda € pouco explorado, o que ressalta a
importancia de novas pesquisas.

Averill et al. (2022), ao analisarem 27 estudos sobre transposicao do microbioma nativo
do solo, verificaram em média um aumento de 64% da biomassa das plantas em todos os
ecossistemas pesquisados.

Silva (2018) mostrou a influéncia positiva do uso de topsoils, oriundos de remanescentes
de vegetacdo natural da Caatinga, sobre o crescimento de uma espécie de leguminosa arborea
nativa do bioma. O experimento, conduzido em casa de vegetacdo utilizando vasos preenchidos
por 1,5 kg de picarra e com aplicacdo de 10 g de topsoil no sulco de plantio de sementes de
Mimosa caesalpiniifolia Benth., constatou que o uso de topsoil aumentou a producdo de
biomassa em até 256% em relacdo ao controle, contendo o topsoil esterilizado. O crescimento
da espécie em presenca do topsoil foi ainda similar ao de tratamentos com o uso de inoculantes
compostos de esporos de fungos micorrizicos arbusculares e estirpes de rizébios previamente
selecionadas para a espécie.

No estudo de Silva (2022), o uso de topsoil florestal em vasos de plantio com capacidade
de 1700 cmd, preenchidos com substrato composto por pedrisco, areia e vermiculita, na
proporcao 1:1:2 (v/v/v), apresentou resultados discrepantes no crescimento de espécies arbdreas
da Caatinga. Ao aplicar 5 g de in6culo misto de topsoil, provenientes de quatro areas de
vegetacdo do bioma, no sulco de plantio de sementes pré-germinadas, foi observado que
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong,
Mimosa caesalpiniifolia Benth., Piptadenia retusa P.G.Ribeiro, Seigler & Ebinger e Mimosa
ophthalmocentra Mart. ex Benth. apresentaram crescimento inferior as plantas inoculadas com
estirpes autdctones selecionadas. Esses resultados foram geralmente similares estatisticamente
a testemunha sem inoculacdo. De acordo com o autor, o desempenho inferior do tratamento
contendo topsoil pode estar relacionado a baixa densidade de rizébios e a presenca de
microrganismos competitivos, mas com baixa eficiéncia em fixar nitrogénio.
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Outras pesquisas também mostraram sucesso no uso de topsoil florestal na producéo de
mudas. Em um estudo desenvolvido por McMahen et al. (2022) em casa de vegetacdo, a adi¢do
de topsoil florestal nativo correspondentes a 5% e 25% do volume de vasos de 750 mL com
substrato de rejeitos de mineracdo aumentou a sobrevivéncia e o crescimento de mudas de Salix
scouleriana (salgueiro) e Picea engelmannii (abeto). Os maiores valores de colonizacdo de
fungos ectomicorrizicos foram obtidos na maior proporcao de topsoil florestal.
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CAPITULO |

AVALIACAO DO POTENCIAL DO TOPSOIL FLORESTAL EM
PROMOVER O CRESCIMENTO DE ESPECIES~ ARBOREAS NATIVAS
EM CASA DE VEGETACAO
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RESUMO

As raizes das plantas interagem com comunidades microbianas complexas do solo. A adicéo de
um pequeno volume de solo autoctone pode fornecer microrganismos que coevoluiram com
espécies florestais nativas, sendo capazes de formar associa¢@es simbidticas determinantes para
0 crescimento vegetal. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial do topsoil de floresta
natural da Mata Atlantica em fornecer microrganismos simbiontes capazes de promover o
crescimento de espécies arboreas nativas do bioma. Em casa de vegetagdo, 14 experimentos em
delineamento inteiramente casualizado foram conduzidos em vasos de 1.700 cm3, preenchidos
com substrato esterilizado, composto por areia e vermiculita. O efeito da adi¢cdo de 80 g de
topsoil in natura ou esterilizado ao substrato foi testado no crescimento de Senna multijuga,
Plathymenia reticulata, Senna macranthera, Apuleia leiocarpa, Guazuma ulmifolia, Dalbergia
nigra, Pseudobombax grandiflorum, Handroanthus serratifolius, Psidium cattleyanum,
Schinus terebinthifolius, Mimosa bimucronata, Anadenanthera peregrina, Ceiba speciosa e
Cenostigma pluviosum. Foram mensurados a altura, o diametro do coleto, a colonizagéo
micorrizica e as massas secas de parte aérea, raizes e nodulos das espécies arboreas. A aplicacao
do solo florestal aos vasos resultou, em media, em aumentos significativos na altura e diametro
do caule das mudas das espécies arbdreas em comparacdo ao grupo de controle durante o
periodo de avaliacdo. Esse efeito foi particularmente maior nas espécies noduliferas P.
reticulata, D. nigra e M. bimucronata, com incrementos em altura e didmetro do coleto de até
328% e 484%, respectivamente. O topsoil florestal também teve um impacto positivo no
crescimento de parte aérea, raizes e nddulos das plantas, diferindo significativamente do grupo
controle. Contudo, os tratamentos apresentaram resultados semelhantes quanto a massa seca de
parte aérea de P. grandiflorum e & massa seca de raizes de G. ulmifolia. As plantas apresentaram
baixa colonizacdo micorrizica, exceto C. pluviosum, que apresentou média colonizacdo. O
emprego do topsoil florestal se mostrou uma estratégia viavel para fornecer microrganismos
capazes de promover o crescimento das espéecies arbdreas em condi¢des controladas, tornando-
se promissor para a utilizagdo em viveiros e no campo.

Palavras-chave: restauracéo florestal, microbioma do solo, simbiontes radiculares.
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ABSTRACT

Plant roots interact with complex soil microbial communities. The addition of a small volume
of autochthonous soil can provide microorganisms that co-evolved with native forest species,
being able to form symbiotic associations that are decisive for plant growth. The objective of
this study was to evaluate the potential of topsoil from natural Atlantic Forest to provide
symbiotic microorganisms capable of promoting the growth of tree species native to the biome.
In a greenhouse, 14 experiments in a completely randomized design were carried out in 1,700
cm?® pots filled with a sterilized substrate composed of sand and vermiculite. The effect of
adding 80 g of in natura or sterilized topsoil to the substrate was tested on the growth of Senna
multijuga, Plathymenia reticulata, Senna macranthera, Apuleia leiocarpa, Guazuma ulmifolia,
Dalbergia nigra, Pseudobombax grandiflorum, Handroanthus serratifolius, Psidium
cattleyanum, Schinus terebinthifolius, Mimosa bimucronata, Anadenanthera peregrina, Ceiba
speciosa and Cenostigma pluviosum. Height, collar diameter, mycorrhizal colonization and dry
mass of shoots, roots and nodules of tree species were measured. Application of forest soil to
pots resulted, on average, in significant increases in height and stem diameter of seedlings of
tree species compared to the control group during the evaluation period. This effect was
particularly greater in the noduliferous species P. reticulata, D. nigra and M. bimucronata, with
increments in height and collar diameter of up to 328% and 484%, respectively. The forest
topsoil also had a positive impact on the growth of shoots, roots and plant nodules, differing
significantly from the control group. However, the treatments presented similar results
regarding the dry mass of shoots of P. grandiflorum and the dry mass of roots of G. ulmifolia.
The plants showed low mycorrhizal colonization, except for C. pluviosum, which showed
medium colonization. The use of forest topsoil proved to be a viable strategy to provide
microorganisms capable of promoting the growth of tree species under controlled conditions,
making it promising for use in nurseries and in the field.

Key words: forest restoration, soil microbiome, root symbionts.
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3 INTRODUCAO

As plantas vivem em associa¢do intima com comunidades microbianas complexas e
diversas (HASSANI; DURAN; HACQUARD, 2018) que afetam a sobrevivéncia e o
crescimento vegetal (VANDENKOORNHUYSE et al., 2015). Os microrganismos podem
colonizar o solo ao redor das raizes, a superficie radicular, o interior dos tecidos vegetais, a
superficie foliar e estruturas radiculares especializadas, constituindo o microbioma vegetal
(SANCHEZ-CANIZARES etal., 2017; PATIL, PATIL; SAYYED, 2019).

Bactérias e fungos associados as plantas estdo envolvidos em diversos servigos
ecossistémicos fundamentais, como a decomposicdo da matéria organica, a ciclagem de
nutrientes, a agregacao do solo, a nutricdo e a resisténcia das plantas a estresses bidticos e
abidticos (PENG; GUO, LI0O, 2013; VANDENKOORNHUYSE et al., 2015; BERKELMANN
et al., 2020). Assim, as plantas ndo sdo entidades autbnomas e o desempenho dessas é uma
consequéncia da planta em si e de sua microbiota (VANDENKOORNHUYSE et al., 2015).

Dado que os microrganismos sdo sensiveis aos disturbios ambientais, a diversidade e
algumas func6es benéficas desempenhadas pelo microbioma do solo podem ser perdidas devido
a degradacdo e as praticas inadequadas de manejo do solo (AMUNDSON et al., 2015;
MENDES et al., 2015a).

No bioma Mata Atlantica, o plantio de mudas de espécies arbdreas nativas é a técnica
mais empregada em projetos de restauracdo de areas degradadas (BRANCALION et al., 2019).
Contudo, o foco na reintroducéo de plantas sem o restabelecimento dos microbiomas associados
pode estar limitando o sucesso da restauracdo (KOZIOL et al., 2018).

A camada superficial do solo (topsoil) apresenta uma maior acumulacdo de biomassa
microbiana (BARROS et al., 2019). Portanto, a transposicdo da microbiota presente no solo
superficial de florestas nativas para a producéo de mudas, como também para bercos de plantio
em areas degradadas pode ser uma estratégia de nucleacdo que auxilie na reintroducéo de
microrganismos nativos e no aumento de interacdes ecoldgicas benéficas entre as plantas e
microrganismos associados.

Alguns estudos sob condi¢des controladas evidenciam que, na presenca da microbiota
nativa florestal, as plantas apresentam maiores ganhos em crescimento. Em experimento
desenvolvido em casa de vegetacdo, Silva (2018) verificou que a aplicacdo de 10 g de solo
superficial provenientes de dois remanescentes florestais nativos da Caatinga foi capaz de
aumentar o crescimento de plantas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabia) sob condicGes de
casa de vegetacao.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de solo superficial (0 a 2,5
cm), coletado de um fragmento florestal de Mata Atlantica, sobre o crescimento e formacao de
simbioses em 14 espécies arboreas do bioma e comumente utilizadas em projetos de restauracdo
florestal. Os resultados deste estudo poderdo aumentar a compreensdo sobre a influéncia da
microbiota nativa do solo no crescimento vegetal de diferentes espécies arboreas nativas e
estabelecer novas estratégias para a producdo de mudas para emprego em projetos de
reflorestamento.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacdo da area e coleta do topsoil florestal

Amostras de topsoil foram obtidas em um fragmento de vegetacdo nativa da Mata
Atlantica situado em Lidice, no municipio de Rio Claro, estado do Rio de Janeiro
(22°50°18.417’S, 44°12°52.2570).

O municipio é pertencente a regido do Médio Paraiba e tem como municipios limitrofes
Angra dos Reis, Bananal, Barra Mansa, Itaguai, Mangaratiba, Pirai e Volta Redonda (Figura
1). Rio Claro possui &rea territorial de 846,797 km?, que abrange os distritos de Rio Claro
(distrito sede), Getulandia, Lidice, Passa Trés e Sdo Jodo Marcos (IBGE, 2017).
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Figura 1. Localizacdo geogréafica do municipio de Rio Claro, RJ. Fonte: IMPROTA, 2020.

A vegetacdo predominante do local é caracterizada como Floresta Ombrdfila Densa
Montana (RIO DE JANEIRO, 2011). A formacdo Montana abrange florestas com faixa de
altitude de 500 m a 1500 m de altitude em relacdo ao nivel do mar, estando a area de estudo a
um gradiente de 550 m a 650 m.

O clima da regido é do tipo Cwa (invernos secos e verdes quentes e chuvosos), segundo
a classificacdo de Kdppen (1948). Os dados da Estacdo Meteoroldgica Automatica Rio Claro
indicam média pluviométrica anual de 1.300 mm entre janeiro de 2017 a dezembro de 2020,
com temperaturas médias mensais variando de 15,2 °C a 25,7 °C e média anual de 21,3 °C
(INMET, 2021).

Em marco de 2021 foi realizada a coleta do topsoil em um fragmento florestal da Mata
Atlantica em estagio avancado de sucessdo. A coleta do topsoil foi realizada em 20 pontos, em
um gradiente do interior a borda da floresta, percorrendo-se em zigue-zague 500 m da area
(Figura 2). As amostras foram retiradas da camada de 0-2,5 cm de profundidade de solo, em
0,2 m x 0,2 m, com auxilio de um sacho, descartando a serrapilheira bruta acima do solo. O
topsoil coletado compreendeu o subhorizonte hemiorganico Aii, que corresponde aos trés
centimetros iniciais do horizonte A1 e apresenta maior concentracdo de nutrientes (KINDEL et
al., 2003).
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Figura 2. Localizacdo dos pontos de coleta do topsoil em propriedade rural do distrito de
Lidice, Rio Claro-RJ. Imagem: Google Earth, 2020.

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos identificados e direcionadas ao
Laboratorio de Leguminosas Florestais da Embrapa Agrobiologia. As 20 amostras simples
foram homogeneizadas e agrupadas em uma amostra composta, mantida sob refrigeracdo a £ 5
°C. O material foi destorroado, seco ao ar e peneirado em malha de 2 mm para a realizacdo das
analises e instalacdo dos experimentos.

4.2.1 Andlises fisica e quimica do topsoil

A analise granulométrica do topsoil foi realizada pelo método do densimetro
(TEIXEIRA et al., 2017), definindo-se os teores das fracdes argila e areia + silte. As analises
quimicas foram realizadas de acordo com as metodologias descritas por Teixeira et al. (2017).
Os seguintes atributos quimicos foram determinados: matéria organica, através do método de
oxirreducdo; pH em agua (1:2,5 solo/agua), aferido por potenciometria; calcio (Ca®*) e
magnésio (Mg?*), por espectrometria de absorcéo atdmica, e aluminio (AP por titulacéo, apds
extracdo com KCI 1 mol L?; fésforo (P) e potéssio e (K*) por espectrofotometria de chamas;
acidez potencial (H+Al) por titulacdo, apds extracdo com acetato de calcio; soma de bases (S);
capacidade de troca catidnica potencial (CTC a pH 7.0) e saturacéo por bases (V). A Tabela 1
apresenta a caracterizacao da fertilidade e dos percentuais de areia, argila e silte do topsoil, in
natura e esterilizado.
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Tabela 1. Caracterizacdo quimica e fisica do topsoil florestal, in natura e esterilizado,
proveniente de Rio Claro-RJ, coletado na profundidade de 0-2.5 cm.

ctc . A
MO pH N P K* Ca®* Mg® AP H+Al S V. + Arg
PHT = g
< 3 0 . .
dag/dm g cmol/dm % --g/kg
Topsoilin 1 59 1011253 21 09 06 58 314 894 35 700 300
natura
Topsoil
esterilizado 40 52 1.0 112 53 22 08 04 60 314 914 34 705 295

pH em agua; S: soma de bases; CTC pH 7: capacidade de troca catiénica; V: saturacao por bases; Are:
areia; Arg: argila; Sil: silte.

4.2.2 Anélises microbiolégicas

As analises microbiologicas consistiram na quantificacdo da densidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas (rizobios) e de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
presentes no topsoil. O objetivo desta analise foi verificar se o material continha
microrganismos simbiontes vidveis para as plantas.

4.2.2.1 Determinacgdo da densidade de rizébios no topsoil

A determinacdo da densidade de rizobios presentes no topsoil foi realizada pelo método
do nimero mais provavel — NMP (JARVIS; WILRICH; WILRICH, 2010), utilizando-se as
leguminosas Mimosa pudica L. (dormideira) e Phaseolus vulgaris L. (feijdo-comum) como
plantas-isca.

M. pudica é uma erva pertencente a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinioideae,
clado Mimosoide (LPWG, 2017). A espécie € muito utilizada em diversos estudos de
associacdo simbiotica por ser considerada uma planta promiscua, nodulando
predominantemente com f-rizobios, embora também se associe com a-rizobios
(DALL"AGNOL et al., 2017). P. vulgaris também é uma planta modelo adequada para estudos
de bactérias simbidticas, devido a sua promiscuidade na nodulacdo com uma variedade de
espécies de a- e B-rizobios (DALL"AGNOL et al., 2017).

O NMP é um método indireto de contagem, pois envolve a verificacdo de presenca ou
auséncia de nddulos em plantas inoculadas através de aliquotas de diluicdes seriadas decimais
das amostras de solo (SOMASEGARAN & HOBEN, 1985).

As sementes de M. pudica passaram por procedimento de superacdo de dorméncia,
através da imersdo das sementes em H2SO4 98% por 10 minutos (RAHMAN et al., 2018). Em
cabine de seguranca bioldgica, as sementes de ambas as espécies foram desinfestadas através
de imersdo em alcool 70% (p/p) por 1 minuto e, em seguida, em NaCIlO 2% (p/p) por 3 minutos,
sendo posteriormente lavadas dez vezes com agua destilada autoclavada. As sementes foram
acondicionadas em placas de Petri estéreis, contendo algodao e papel filtro embebidos em agua
destilada estéril. Em seguida, foram incubadas em camara germinadora tipo B.O.D. a 30 °C
com fotoperiodo de 12 horas, até que ocorresse a emissao das radiculas.

Em casa de vegetacdo, as plantas foram cultivadas em vasos de Leonard contendo 1,5
kg de substrato constituido por areia e vermiculita (1:1), os quais foram esterilizados
anteriormente em autoclave a 121 °C por 60 minutos.
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Dez gramas de amostra do topsoil foram transferidas para um Erlenmeyer contendo 90
mL de solucdo salina esterilizada em autoclave (NaCl 0,85%) e o recipiente foi posto em
agitador orbital por 20 minutos a 180 rpm. Apos, foram realizadas diluigdes sucessivas
adicionando-se 1 mL da suspensdo de cada diluicdo em tubo de ensaio contendo 9 mL de
solucéo salina esterilizada e obtendo-se diluicOes de 10 a 10°®. As dilui¢des foram feitas com
auxilio de pipeta automatica utilizando-se ponteiras autoclavadas trocadas a cada diluicdo. Em
cada procedimento de transferéncia da aliquota, o tubo era agitado em vortex durante vinte
segundos.

Foram utilizados trés vasos para cada dilui¢io (107 a 10®) e trés para o controle negativo
(contendo apenas solucéo salina 0,85% estéril), totalizando 21 vasos por espécie. Trés sementes
foram dispostas por vaso, sendo mantida apenas um individuo dois dias ap6s a semeadura. As
inoculacOes foram feitas apos o desbaste, sendo aplicada uma aliquota de 1 mL da respectiva
diluicdo na regido da radicula da planta de cada vaso.

A parte inferior do vaso de Leonard foi abastecida com solugdo nutritiva de Norris
esterilizada, isenta de nitrogénio e modificada para metade da concentragéo de sal (GUZMAN;
DOBEREINER, 1968).

Aos 30 dias apds a inoculacéo, as plantas foram colhidas e avaliadas quanto a nodulagéo,
sendo categorizados o0 sucesso como “1”, quando havia algum nodulo presente, e 0 insucesso
da nodulag&o como “0”, na auséncia de nddulos na planta. Com base nesses dados, a densidade
de rizébios noduliferos (numero de células/g de solo) foi calculada utilizando o pacote MPN no
software R 4.0.5, ao nivel de 95% de confianca (FERGUSON; IHRIE, 2019).

4.2.2.2 Determinacao da densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares

A extracdo dos esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) foi realizada a partir
de uma amostra contendo 50 cm? de topsoil florestal, utilizando as técnicas de peneiramento
Umido (GERDERMANN; NICOLSON, 1963) e centrifugacdo em gradiente de densidade
(JENKINS, 1964).

O procedimento foi iniciado atraves da agitacdo da amostra em agua no liquidificador
durante 60 segundos. Apés repouso por aproximadamente 30 segundos, para que as particulas
mais grosseiras do solo decantassem, a agua contendo o0s esporos em suspenséo foi vertida em
peneiras sobrepostas com malhas de 0,42 e 0,053 mm, respectivamente (GERDERMANN;
NICOLSON, 1963). O procedimento de lavagem foi realizado até que a agua ndo apresentasse
particulas de argila em suspenséo.

O conteudo retido na peneira de malha mais fina foi transferido para tubo Falcon de 50
mL, que foi avolumado com &gua destilada, para ser centrifugado a 3.000 rpm durante 3
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se solu¢do de sacarose 45%
ao tubo (JENKINS, 1964), que foi centrifugado a 2.000 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante
foi vertido em peneira com malha de 0,053 mm, sendo os esporos lavados com agua destilada
e transferidos para uma placa de Petri canaletada.

A quantificacdo dos esporos presentes na placa de Petri foi realizada em microscépio
estereoscopico, sendo esses separados por morfotipos, de acordo com cor, tamanho e forma.
Posteriormente, os esporos foram dispostos em lamina com alcool polivinil em lactoglicerol
(PVLG), sob uma laminula. Na mesma lamina, outro grupo de esporos de FMA foi fixado com
PVLG, acrescido do reagente de Melzer (1:1), sendo os esporos quebrados delicadamente sob
a laminula, com o intuito de evidenciar as paredes internas (quando presentes), de forma a
auxiliar a identificacdo das espécies.

O conteudo da lamina foi visualizado em microscépio optico com iluminag¢éo de campo
claro e objetiva de imersdo. Os caracteres taxondmicos utilizados para a distingdo entre as
espécies foram: o nimero e o tipo de camadas das paredes dos esporos, bem como sua reacéo
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ao reagente de Melzer; as caracteristicas das paredes internas, quando presentes; a morfologia
da hifa de sustentacdo do esporo; e a variagdo da cor e tamanho dos esporos. A identificagdo
das espécies teve como base o Manual de Identificacdo de FMA desenvolvido por Schenck e
Perez (1988) e as descricbes das espécies disponiveis no site International Culture Collection
of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (http://invam.caf.wvu.edu/).

Os procedimentos de extracdo, contagem e identificacdo dos esporos de fungos
micorrizicos arbusculares foram executados no Laboratoério de Micorrizas, situado na Embrapa
Agrobiologia.

As fotografias das espécies identificadas foram feitas com o auxilio do microscépio
Zeiss, com sistema de captura composto por cadmera Axiocam ERc 5s e software Axiovision.

4.3 Delineamento e conducao dos experimentos

No ano de 2021 foram instalados quatorze experimentos em casa de vegetacdo com
controle de temperatura e umidade, na Embrapa Agrobiologia. Em cada experimento foi
utilizada uma de quatorze espécies arbOreas comumente empregadas em projetos de
reflorestamentos da Mata Atlantica (Tabela 2). A selecdo dessas espécies foi baseada na
disponibilidade de sementes no momento do experimento.

Tabela 2. Nome e respectivo grupo ecoldgico das espécies arboreas da Mata Atlantica
selecionadas para estudo em casa de vegetacdo, em Seropedica, RJ.

Especie Nome popular Familia Grupo_
ecologico
Anadenanthera peregrina (L.) Speg. Angico-vermelho*  Leguminosae NP
Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F.Macbr. Garapa Leguminosae NP
Ceiba speciosa (A.St.-Hil.) Ravenna Paineira-rosa Malvaceae P
Cenostigma pluviosum (DC.) Gagnon &  Sibipiruna Leguminosae NP
G.P.Lewis
Dalbergia nigra (Vell.) Alleméao ex Jacaranda-da-bahia* Leguminosae NP
Benth.
Guazuma ulmifolia Lam. Mutambo Malvaceae P
Handroanthus serratifolius (\VVahl) Ipé-amarelo Bignoniaceae NP
S.Grose
Mimosa bimucronata (DC.) Kuntze Marica* Leguminosae P
Plathymenia reticulata Benth. Vinhatico* Leguminosae NP
Pseudobombax grandiflorum (Cav.) Embirucu Malvaceae P
A.Robyns
Psidium cattleyanum Sabine Araca Myrtaceae NP
Schinus terebinthifolius Raddi Aroeira-pimenteira  Anacardiaceae P
Senna macranthera (DC. ex Collad.) Fedegoso Leguminosae P
H.S.Irwin & Barneby
Senna multijuga (Rich.) H.S.lIrwin & Aleluia Leguminosae P
Barneby

P: pioneira; NP: ndo pioneira. *: Espécies que desempenham associagdo simbiotica com bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas.
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S. multijuga, P. reticulata, S. macranthera, A. leiocarpa, G. ulmifolia, D. nigra e P.
grandiflorum foram semeadas em marco de 2021; H. serratifolius e P. cattleyanum em abril; S.
terebinthifolius em maio; M. bimucronatha em junho, e A. peregrina, C. speciosa e C.
pluviosum em agosto do mesmo ano.

Cada experimento compreendeu um delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos, a saber: aplicacdo do topsoil florestal e o topsoil esterilizado, como controle
absoluto. Os tratamentos possuiam oito repeticdes, totalizando 16 unidades experimentais por
experimento. O topsoil do tratamento controle foi submetido ao processo de autoclavagem a
121 °C por 60 minutos, repetindo-se o procedimento apds dois dias. O material permaneceu
estocado por 15 dias, visando permitir a reoxidacdo do manganés potencialmente solubilizado
na esterilizagdo, prevenindo toxidez desse elemento nas plantas.

As sementes passaram por procedimento de superagdo de dorméncia, quando
necessario, sendo os tratamentos elencados na Tabela 3. Em cabine de seguranca biolégica, as
sementes foram desinfestadas através de imersdo em alcool 70% (v/v) por 1 minuto e, em
seguida, em NaClO 2% (v/v) por 15 minutos, sendo posteriormente lavadas dez vezes com adgua
destilada autoclavada. As sementes foram acondicionadas em placas de Petri estéreis, contendo
uma camada de algodao embebido em agua destilada e forradas com papel-filtro. Em seguida,
foram incubadas em camara germinadora tipo B.O.D. a 30 °C com fotoperiodo de 12 horas, ate
que ocorresse a emissao das radiculas.

Tabela 3. Métodos de superacdo de dorméncia de sementes de espécies arbdéreas da Mata
Atlantica utilizadas nos experimentos de avaliacdo do efeito da adicdo de topsoil.

Superagéo de dorméncia

Espécie ) ~ Referéncia
por imerséo
S. multijuga H2S04 98%/10 min Piveta et al. (2010)
P. reticulata H2S04 98%/10 min Silva et al. (2013)
S. macranthera H2S04 98%/15 min Cipriani, Garlet e Lima (2007)
A. leiocarpa H2S04 98%/5 min Castro et al. (2019)
G. ulmifolia H2S04 98%/8 min Paiva Sobrinho et al. (2012)
M. bimucronata H2S04 98%/10 min Fowler e Carpanezzi (1998)
Ceiba speciosa H>0 em temperatura Carvalho e Nakagawa (2000)
ambiente/24h

As unidades experimentais consistiram em vasos com capacidade de 1.700 cmg,
preenchidos com substrato autoclavado, constituido por areia e vermiculita na proporc¢édo 1:1
(v/v). No substrato presente no vaso foi feita uma abertura de 5 cm de profundidade, onde 80 g
do topsoil foram depositados e trés sementes pré-germinadas da espécie florestal alvo foram
semeadas. Ao término da semeadura, 0s vasos foram irrigados com agua filtrada; sendo
posteriormente irrigados semanalmente. O desbaste foi feito aos 30 dias, deixando apenas uma
plantula por unidade experimental.

Apos a queda dos cotilédones, cada unidade experimental recebeu quinzenalmente 100
mL de solucdo nutritiva contendo macro (KCI, CaS04.2H,0, K;HPO4, KH2POs4,
MgS04.7H20), micronutrientes (H3BO3z, MnS04.2H20, ZnS04.7H20, CuS04.5H:0,
NH4)6sM07024.4H,0, FEEDTA) e &cido citrico (Anexo). A solugdo nutritiva utilizada foi a de
Norris modificada para metade da concentracido de sal (GUZMAN; DOBEREINER, 1968).
Exceto A. peregrina, D. nigra, M. bimucronata e P. reticulata, as demais plantas receberam
nitrogénio mineral através da aplicacdo de solugdo de nitrato de aménio (NHsNO3z), em doses
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crescentes (5mg N/mL a 30mg N/mL), segundo resposta visual.

4.4 Avaliacoes

A mensuracdo do crescimento da parte aérea de cada individuo foi realizada
mensalmente, a partir de setembro de 2021, medindo-se a altura total de cada individuo com
auxilio de trena graduada em centimetros, e o didmetro do coleto das plantas, utilizando
paquimetro digital graduado em milimetros. O encerramento de cada experimento em casa de
vegetacgdo ocorreu quando a diferenca significativa entre os tratamentos se apresentou constante
ao longo dos meses.

Com o término do experimento foi realizada a coleta e separacdo das partes aérea e
radicular dos individuos. As raizes foram lavadas em agua corrente sob peneira com malha de
2 mm, para remocéo das particulas de solo remanescentes. Em seguida, realizou-se a coleta dos
nédulos de espécies de leguminosas noduliferas. Os materiais foram acondicionados em sacos
de papel identificados e secos em estufa a 65° C por 72 horas. Em seguida, determinou-se em
balanca analitica as massas secas de parte aérea (MSPA), radicular (MSR) e de nddulos (MSN)
dos individuos, separadamente.

Para a determinacgdo dos teores nutricionais da massa seca de parte aérea, foi realizada
a moagem do material em moinho de aco inoxidavel de bancada. Foram determinados N, P, K,
Ca e Mg. Foram determinados N, por espectrometria de massas; P, pelo método colorimétrico;
K*, por fotometria de chamas; e Ca?* e Mg?* por absorcao atdmica. As analises quimicas foram
realizadas de acordo com as metodologias descritas por Nogueira e Souza, 2005.

Para cada espeécie, a colonizacdo micorrizica foi avaliada a partir de amostras de 0,5 ¢
de raizes finas frescas provenientes de trés unidades experimentais por tratamento. As raizes
foram lavadas, diafanizadas e coradas por metodologia proposta por Phillips e Hayman (1970),
modificada por Koske e Gemma (1989) e Grace e Stribley (1991). Em tubos Falcon de 50 mL,
as raizes foram lavadas em agua corrente e diafanizadas com solugdo de KOH 2,5% (m/v) por
24 horas. Quando as raizes ainda estavam pigmentadas, foram clarificadas em solucéo de H>O>
3% (m/v) alcalinizada (10 mL NH4OH 20% em 100 mL de H202 3%). Em seguida, as raizes
foram lavadas abundantemente em agua corrente, acidificadas com HCI 1% (m/v) por 12 horas
e coradas com azul de metila 0,05% (m/v) em glicerol 50% (v/v) acidificado.

O percentual de raizes colonizadas por FMA foi verificado pelo método de interseccédo
em placa quadriculada (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980) em microscopio estereoscopico, com
aumento de 40x. As raizes foram alocadas em placa de Petri com quadriculas de %2 polegada e
realizou-se a contagem de no minimo cem segmentos de raizes cruzando as linhas, sendo
verificada a presenca ou auséncia de colonizacdo micorrizica. O nimero de segmentos onde
havia colonizacdo foi transformado em porcentagem, de acordo com a quantidade total de
segmentos visualizados.

Com base no percentual obtido, a coloniza¢do micorrizica foi avaliada qualitativamente
pela metodologia de Carneiro et al. (1998), sendo categorizada em alta (> 50%), média (> 20%
e < 50%), baixa (< 20%), e ausente (0%).

Ap0s atenderem os preceitos estatisticos de homocedasticidade e normalidade, os dados
de altura, diametro do coleto, massa seca de parte aérea e massa seca de raizes foram submetidos
as andlises de variancia pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas no software R, versdo 4.0.5, utilizando o pacote “easyanova” (ARNHOLD, 2021).
Devido ao ndo atendimento dos pressupostos estatisticos, as variaveis massa seca de nddulos e
colonizacdo micorrizica foram analisadas estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo bioldgica do topsoil florestal

O topsoil apresentou densidade de 93 (23-388; p = 0,05) e 3,57 (0,5-26; p = 0,05) células
de rizdbio g de solo, quando utilizadas as leguminosas M. pudica e P. vulgaris como plantas-
isca, respectivamente.

O numero total de esporos de FMA recuperados foi de 400 em 50 cm? de topsoil, sendo
encontradas oito espécies de fungos micorrizicos arbusculares, distribuidas em trés géneros,
cada um deles inserido em uma familia distinta: Acaulosporaceae, Glomeraceae e
Gigasporaceae. Dentre as espécies, houve predominio de esporos de G. macrocarpum (Tabela
4).

Tabela 4. Espécies de fungos micorrizicos arbusculares encontradas em 50 cm3 de topsoil
oriundo de floresta nativa de Rio Claro-RJ.

Espécies de fungos micorrizicos arbusculares
Familia Acaulosporaceae

Acaulospora foveata Trappe & Janos

Acaulospora mellea Spain & Schenck
Acaulospora rehmii Sieverding & Toro
Acaulospora scrobiculata Trappe

Acaulospora tuberculata Janos & Trappe

Familia Glomeraceae

Glomus clavisporum (Trappe) Almeida & Schenck
Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul.

Familia Gigasporaceae

Racocetra verrucosa (Koske & C. Walker) Oehl, FA Souza & Sieverd.

A Figura 3 evidencia as fotografias dos esporos das diferentes espécies de FMA
encontradas, capturadas nos aumentos de 100 e 400 vezes.
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Figura 3. Esporo de Acaulospora foveata em aumento de 400 vezes, sendo evidenciadas
depressbes na superficie da parede celular (A); saculo esporifero de A. foveata em aumento de
100 vezes (B); esporo de A. mellea em aumento de 400 vezes (C); esporo de A. rehmii em
aumento de 400 vezes (D); esporo de A. scrobiculata em aumento de 400 vezes (E); tubérculos
poligonais na parede do esporo de A. tuberculata, em aumento de 400 vezes (F); esporocarpo
de Glomus clavisporum em aumento de 400 vezes (G); esporo de G. macrocarpum em aumento
de 400 vezes (H); verrugas compactadas na parede do esporo de Racocetra verrucosa, em
aumento de 100 vezes (1).

5.2 Efeito do topsoil no crescimento das espécies florestais

A adicdo de topsoil florestal in natura aumentou significativamente as médias de
crescimento em altura de todas as 14 espécies arbdreas avaliadas, quando comparado ao
tratamento controle (topsoil esterilizado em autoclave) (Figura 4). Esse comportamento foi
constatado desde a primeira avaliacdo, um més apos a semeadura, mantendo-se ao longo dos
meses subsequentes. As Unicas espécies que fugiram a esse padrdo foram C. speciosa e A.
peregrina, onde plantas tratadas com topsoil ndo diferiram estatisticamente no Gltimo e a partir
do quarto més apos o plantio, respectivamente, em relagdo aos grupos controle.
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De modo semelhante & altura, os valores médios de didmetro do coleto das 14 espécies
estudadas foram afetados positivamente pelo uso do topsoil in natura durante o periodo de
estudo. Em comparagdo com as mudas cultivadas com topsoil esterilizado, as mudas com
topsoil in natura apresentaram crescimento significativamente maior no didmetro do coleto.
Contudo, no primeiro més de avaliagdo, C. pluviosum ndo apresentou diferenga significativa
entre os tratamentos, enquanto A. peregrina nao apresentou diferencas nos dois Gltimos meses
de avaliacdo, ou seja, janeiro e fevereiro de 2022.

As espécies P. reticulata, D. nigra e M. bimucronata, conhecidas por se associarem a
bactérias fixadoras de nitrogénio, apresentaram os maiores ganhos mensais em altura e didmetro
do coleto com o uso do topsoil, em comparacao ao tratamento controle. Embora A. peregrina
também tenha capacidade de se associar a rizébios, o que poderia resultar em maiores ganhos
em crescimento, ndo foram observados aumentos expressivos na altura e no didmetro do coleto
ao longo do periodo avaliado, exceto nos primeiros meses.
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Figura 4. Curvas de crescimento médio em altura (cm) e didmetro do coleto (mm) de S.
multijuga, P. reticulata, S. macranthera, A. leiocarpa, G. ulmifolia, D. nigra, P. grandiflorum,
H. serratifolius, P. cattleyanum, S. terebinthifolius, M. bimucronata, A. peregrina, C. speciosa
e C. pluviosum em resposta a adicdo de topsoil florestal in natura ou esterilizado (controle) sob
condicdes de cultivo em casa de vegetacdo. Sendo: *** (p<0,001), ** (p<0,01), * (p<0,05), »
(p<0,1) e auséncia de sinal grafico indica que ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos
pelo teste F.

35



O efeito positivo do topsoil foi observado em todas as varidveis de crescimento
analisadas (Tabela 5). Desse modo, ao término do estudo, as plantas que receberam o topsoil in
natura apresentaram, de maneira geral, melhores resultados em termos de desenvolvimento de
parte aérea, raizes e nddulos, diferenciando-se estatisticamente do tratamento controle.
Contudo, ndo houve diferencas nos resultados da MSPA de P. grandiflorum e da MSR de G.
ulmifolia.

A auséncia de coloniza¢do micorrizica foi observada nas plantas cultivadas em vasos
que receberam o topsoil esterilizado. No entanto, quando o topsoil in natura foi utilizado, as
plantas de todas as espécies arbdreas apresentaram colonizagcdo micorrizica baixa, variando de
0% a 20%, exceto C. pluviosum, que obteve colonizacdo por FMA classificada como média, de
acordo com a metodologia proposta por Carneiro et al. (1998) (Tabela 5).
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Tabela 5. Massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raizes (MSR), massa seca de
nddulos (MSN) e colonizagdo micorrizica (CM) de S. multijuga, P. reticulata, S. macranthera,
A. leiocarpa, G. ulmifolia, D. nigra, P. grandiflorum, H. serratifolius, P. cattleyanum, S.
terebinthifolius, M. bimucronata, A. peregrina, C. speciosa e C. pluviosum em resposta a adicdo
de topsoil florestal in natura ou esterilizado em vasos de plantio em casa de vegetacao.

Espécie arborea Tratamento MSPA (@) MSR(@ MSN(g) CM (%)
S. multijuga topsoil 1,59* 1,10* - 2,44*
controle 1.14 0,99 - 0
P reticulata topsoil 9,58* 5,84* 0,31* 2,23*
controle 0,24 0,16 0 0
S. macranthera topsoil 3,91% 3,30% ) 2*
controle 2,94 2,34 - 0
A. leiocarpa topsoil 4,69* 5,13* - 14,45*
controle 2,35 1,84 - 0
G. ulmifolia topsoil 4,54* 5,32(0:25) 18,23*
controle 3,73 4,63 - 0
D. nigra topsoil 2,25* 2,23* 0,16* 9,56*
controle 0,21 0,06 0 0
p. grandiflorum topsoil 5,650 12 36* - 12,78*
controle 5,05 8,69 - 0
- topsoil 2,72* 7,19* - 4,43*
H. serratifolius controle 199 279 ) 0
. cattleyanum topsoil 7,90* 5,35* - 8,97*
controle 6,04 3,07 - 0
e topsoil 9,83* 6,91* - 8,98*
S. terebinthifolius controle 6.97 4,28 ] 0
M. bimucronata topsoil 6,54* 2,12* 0,36* 1,00*
controle 0,36 0,23 0 0
A. peregrina topsoil 0,33* 1,81* 0,06* 1,65*
controle 0,22 1,14 0 0
C. speciosa topsoil 7,23* 9,562* - 2,74*
controle 4,91 7,42 - 0
C. pluviosum topsoil 6,97* 6,59* - 40,50*
controle 4,71 5,35 - 0

Média seguida de asterisco indica que os tratamentos diferiram entre si pelo teste F (p<0.05) nas
varidveis MSPA e MSR para a determinada espécie. Para as variaveis MSN e CM, média seguida de
asterisco indica gque os tratamentos diferiram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). Valores de
p acima de 0,05 sdo expostos dentro dos parénteses.

-: nodulagdo n&o esperada.
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O conteudo nutricional presente na parte aerea das plantas variou de espécie para espécie
e, de modo geral, o maior teor dos macronutrientes foi obtido quando aplicado o topsoil in
natura ao substrato (Tabela 6).

Tabela 6. Contetdo de nutrientes na parte aérea de 14 espécies arbdreas florestais em resposta
a adicao de topsoil florestal in natura ou esterilizado (controle) em vasos de plantio em casa de

vegetacéo.

Espécie arborea Tratamento N (%) Ca(g/kg) K (g/kg) Mg (g/kg) P (g/kg)

s. multijuga Topsoil 2,47 13,54 15,55 2,32 4,50

Controle 2,04 17,05 11,15 2,16 3,66

P reticulata Topsoil 1,43 11,96 16,39 2,76 9,52

Controle 1,55 7,89 6,53 2,13 1,39

S. macranthera Topsoil 0,93 15,67 12,27 1,80 3,30

Controle 0,85 11,08 10,05 1,70 2,94

A. leiocarpa Topsoil 0,84 9,41 11,24 1,95 2,56

Controle 1,11 1,77 9,83 1,57 2,00

G. ulmifolia Topsoil 2,54 8,02 21,96 2,65 2,25

Controle 0,76 9,92 25,14 2,88 1,91

D. nigra Topsoil 1,70 15,69 16,00 7,32 8,63

Controle 1,53 6,98 15,49 3,71 3,21

p. grandiflorum Topsoil 0,66 9,98 20,39 4,19 1,55

Controle 0,64 10,72 17,57 4,29 1,26

H. serratifolius Topsoil 1,23 10,42 16,11 3,47 1,71

Controle 1,07 10,48 15,91 3,41 1,50

. cattleyanum Topsoil 0,51 8,41 11,46 2,45 1,17

Controle 0,51 10,18 11,08 2,75 1,15

e Topsoil 0,50 5,26 18,23 0,98 1,19

S.terebinthifolius ool 049 4,77 1557 0,89 1,17

M. bimucronata Topsoil 2,39 21,82 12,61 3,05 2,74

Controle 1,93 10,82 10,73 2,17 1,21

A. peregrina Topsoil 1,13 17,28 12,90 2,47 8,72

Controle 0,55 17,62 14,11 2,65 8,51

C. speciosa Topsoil 0,66 12,14 23,59 3,83 1,53

Controle 0,62 11,18 23,52 3,60 1,12

C. pluviosum Topsoil 0,61 11,34 9,67 0,72 1,91

' Controle 0,79 8,88 8,00 0,56 1,30

38



6 DISCUSSAO

O impacto positivo do topsoil florestal in natura no crescimento das espécies arboreas
noduliferas, como P. reticulata, D. nigra e M. bimucronata, é corroborado por estudos
anteriores, como o de Machado et al. (2004). Eles constataram que os riz6bios nativos presentes
no substrato ndo esterilizado em vasos apresentaram boa eficacia no crescimento de Calliandra
macrocalyx Harms em relacdo as estirpes selecionadas, indicando que o solo pode conter
rizébios téo eficientes quanto as estirpes selecionadas para a experimentagéo.

De mesmo modo, Silva (2018) verificou o sucesso do uso de dois topsoils oriundos de
vegetacdo florestal nativa da Caatinga como fonte de indculo de microrganismos simbiontes
para a promogdo de crescimento de uma leguminosa arbérea nativa do bioma, comumente
empregada em reflorestamentos. Em casa de vegetacdo, utilizando sementes de Mimosa
caesalpiniifolia Benth. pré-germinadas em vasos de 980 mL contendo 1,5 kg de substrato com
baixa concentracdo de microrganismos, constatou-se que os tratamentos com aplicagédo de 10
gramas de topsoil promoveram ganhos em altura, colonizagdo micorrizica, massa seca de parte
aerea, de raizes e de nodulos similares aos obtidos quando utilizado inoculante estirpes de
bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) indicadas para esta espécie vegetal. Nesse mesmo
estudo, o efeito positivo do topsoil foi verificado independente da presenca do inoculante de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), como tambem da aplicacdo de nitrogénio mineral
(testemunha nitrogenada). Por fim, o autor sugere que a alta eficiéncia e eficacia dos inoculos
de topsoil podem estar relacionadas com a adaptacdo de BFN e FMA autoctones as condigcdes
edafoclimaticas do bioma e a compatibilidade com a espécie vegetal hospedeira.

Em geral, maior responsividade das plantas a micorrizagdo é observada em solos com
baixos niveis de P (PEDONE-BONFIM et al., 2017) e a manutencdo de uma alta taxa de
colonizacdo radicular em altas doses de P é indicativo de alta dependéncia micorrizica da
espécie arbdérea (SANTOS et al., 2016). Logo, a quantidade de fosforo presente na solucéo
nutritiva (3,2 mg de P por planta a cada quinze dias) pode ter contribuido para menor
colonizacdo dos FMA nas plantas. Tal fato foi reportado por Freire et al. (2020) na colonizagéo
micorrizica da espécie florestal arbdrea Tachigali vulgaris L.F. Gomes da Silva & H.C. Lima
ao utilizar a mesma solucéo nutritiva sob condicGes de casa de vegetacdo. Em um outro estudo,
Silva et al. (2016) apontaram que houve diminuicdo da colonizacdo micorrizica em Cecropia
pachystachya Trécul com o aumento dos teores de P no solo, porém sem afetar a altura, o
didmetro do coleto, a biomassa e os teores de fosforo na parte aérea das plantas.

No presente estudo, apesar da baixa colonizacdo micorrizica, todas as espécies arbdreas
apresentaram maiores teores de fésforo na parte aérea das plantas quando associadas ao topsoil
in natura e a eficiéncia micorrizica foi verificada pelo aumento da massa de raizes de todas as
espécies arboreas.

As maiores médias mensais em altura e diametro do coleto foram alcancadas em trés
leguminosas (P. reticulata, D. nigra, M. bimucronata) que fazem associacdo simbiotica tanto
com fungos micorrizicos arbusculares quanto com bactérias fixadoras de nitrogénio (associacao
tripartite). Plantas de P. reticulata, D. nigra e M. bimucronata, que se submeteram ao
tratamento com aplicacdo de topsoil, apresentaram maior contetdo de fésforo na parte aérea
dentre as demais espécies. Esse resultado reflete um maior fornecimento de fosforo a planta,
beneficiando também os rizébios, que requerem grande quantidade de ATP para o processo de
fixacao bioldgica de nitrogénio. O fornecimento de fosforo para a planta facilita o crescimento
dessa, 0 que promove maior disponibilidade de fotossintatos, aumentando a fixacéo biologica
de nitrogénio (NASTO et al., 2014).

Diversos trabalhos evidenciam que o efeito sinérgico da associagdo tripartite pode
maximizar a aquisicdo de nutrientes, de modo a favorecer o desenvolvimento e o crescimento
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de leguminosas arbéreas (GROSS; CORDEIRO; CAETANO, 2004; JESUS; SCHIAVO;
FARIA, 2005; ANGELINI et al., 2013; BORGES et al., 2016; OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2017b; BOURNAUD et al., 2018; SILVA, 2018; AFKHAM I et al., 2020; FREIRE et al., 2020;
SILVA, 2022). Por exemplo, Gross, Cordeiro e Caetano (2004) encontraram nodulacéo
significativamente maior em plantas de A. peregrina quando inoculadas com BFN e FMA, em
relacdo ao tratamento contendo apenas BFN. Como consequéncia, a inoculagdo concomitante
dos microssimbiontes ocasionou aumento de 60% da biomassa das plantas aos 10 meses, em
relagdo ao controle. J4 a inoculagdo de apenas BFN ou FMA ndo proporcionou diferenga na
producéo de biomassa das plantas.

Na associacdo tripartite, além das micorrizas fornecerem as plantas maior absorcéo de
fosforo, essas também permitem maior dispersao dos rizébios através de suas hifas, permitindo
0 contato com a rizosfera e, subsequentemente, favorecendo a nodulacdo (NOVAIS et al., 2020;
ZHANG et al., 2020). Os FMA podem ainda ampliar a abundancia e a massa dos nodulos, e
em troca, os rizébios podem favorecer a colonizagdo micorrizica. Os efeitos indiretos ocorrem
quando os microrganismos que fornecem recompensas complementares as plantas hospedeiras
causam aumento do desempenho da planta, de modo que hd um aumento na
qualidade/quantidade dos recursos disponiveis para o fornecimento de um ou mais
microrganismos (AFKHAMI et al., 2020).

Contudo, nem sempre a presenca de espécies de FMA e BFN no solo promovera melhor
desempenho da leguminosa arbdrea. A. peregrina apresentou baixos valores de colonizacéo
micorrizica, assim como uma diminuta massa seca de nodulos. Coincidentemente, as plantas
dessa espécie ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos para altura e
diametro do coleto ao final do estudo, apenas nas demais variaveis. No estudo de Scotti e Corréa
(2004) foi mostrado que a associacdo entre BFN e FMA causou maior crescimento em altura
de A. peregrina apenas aos 20 meses ap0s o plantio.

Outros estudos mostraram que a inoculacdo de FMA resulta em efeito positivo no
crescimento de A. peregrina (PEREIRA et al., 1996; TOTOLA; BORGES, 2000; PAGANO;
CABELLO; SCOTTI, 2007). Em casa de vegetacdo, Pagano, Cabello e Scotti (2007) atestaram
que doses maiores de fosforo potencializaram os beneficios dos FMA no crescimento da espécie
vegetal, produzindo mudas mais vigorosas. Em outro trabalho, Pereira et al. (1996) observaram
maiores teores nutricionais na parte aérea de plantas de A. peregrina que receberam altas doses
de fosforo, do que naquelas que foram colonizadas por Glomus etunicatum em baixo teor do
nutriente, sugerindo que A. peregrina seja uma espécie com baixo micotrofismo.

Em contraste a este trabalho, alguns estudos ndo mostraram resposta positiva do topsoil
sobre o crescimento de espécies arbdreas nativas cultivadas em vasos com capacidade de 1.700
cmd, em casa de vegetacdo. Por exemplo, Silva (2022) relata que a adicdo de 5 g de topsoil
coletado de remanescentes de vegetacdo nativa da Caatinga ndo foi capaz de promover o
crescimento das leguminosas arboreas Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Enterolobium
contortisiliquum (Vell.) Morong, Mimosa caesalpiniifolia Benth., Piptadenia retusa
P.G.Ribeiro, Seigler & Ebinger e Mimosa ophthalmocentra Mart. ex Benth. O autor associou 0
resultado a baixa densidade de rizobios no topsoil e a presenca de rizébios competitivos, porém
com baixa eficiéncia simbidtica. Entretanto, no mesmo estudo, o autor mostrou que inoculantes
produzidos com estirpes de rizobios autdctones isoladas do mesmo topsoil mostraram-se
eficientes em nodular e promover o crescimento das espécies arbdreas avaliadas.

Em estudo desenvolvido por McMahen et al. (2022) em casa de vegetacédo, adi¢bes de
topsoil florestal correspondentes a 5% (38 mL) e 25% (188 mL) de vasos de 750 mL contendo
rejeitos de mineracdo de cobre e ouro ou estéril de mina aumentaram a sobrevivéncia e 0
crescimento de mudas das espécies arbdreas temperadas Salix scouleriana (salgueiro), Alnus
viridis (amieiro) e Picea engelmannii (abeto). Os maiores valores de colonizagdo de fungos
ectomicorrizicos foram obtidos na maior propor¢édo de solo florestal. Contudo, o crescimento
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de A. viridis foi pouco influenciado pela adi¢do de topsoil, possivelmente devido a quantidade
baixa de BFN e a incompatibilidade com os fungos presentes no inéculo, denotando a
relevancia de escolher um solo doador que contenha as plantas alvo ou ainda, que apresente
outras espéecies vegetais que se associam a microrganismos compativeis. Resultados distintos
entre as espécies vegetais em topsoil esterilizado indicaram que as plantas com maior
dependéncia de microrganismos simbiontes (P. engelmannii e A. viridis) se beneficiaram do
componente biolégico do topsoil, enquanto S. scouleriana, espécie que apresenta baixa
dependéncia micorrizica, se beneficiou apenas do componente fisico e quimico do topsoil
florestal.
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7 CONCLUSOES

A dose de 80 g de topsoil florestal in natura foi suficiente para a promocdo do
crescimento das 14 espécies nativas estudadas, evidenciando o papel do topsoil como uma
ferramenta biotecnoldgica a ser utilizada na producdo de mudas destinadas a recuperagdo de
areas degradadas. Esses resultados foram atribuidos a presenca de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) e bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) noduliferas, que
estabeleceram uma associacao efetiva com as espécies. Vale ressaltar, entretanto, que o estudo
ndo avaliou a presenca ou efeito de outros grupos de microrganismos presentes no topsoil que
possam ser potencialmente benéficos ao crescimento das plantas.
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CAPITULO II

APLICACAO DE TOPSOIL FLORESTAL NOS BERCOS DE PLANTIO
DE ESPECIES ARBOREAS NATIVAS DA MATA ATLANTICA EM
AREA DE PASTAGEM DEGRADADA
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RESUMO

Os microrganismos do solo sdo fundamentais para a manutencdo da fertilidade do solo e para a
salde das plantas. Em &reas degradadas, a reintrodu¢do do microbioma nativo do solo pode
potencializar a sobrevivéncia e o crescimento de mudas plantadas, acelerando a restauracao
ecoldgica. Este capitulo teve como objetivo avaliar o efeito da microbiota presente no topsoil
florestal sobre a sobrevivéncia e o crescimento de espécies arboreas nativas da Mata Atlantica.
Para isso, realizou-se um experimento de campo em uma area de pastagem degradada em
Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro. Neste experimento foi realizado o plantio de espécies
arboreas nativas comuns em reflorestamentos da regido, utilizando-se 200 g de topsoil in natura
ou esterilizado (como controle) no berco de plantio. O experimento foi desenhado como um
delineamento em blocos casualizados, com dois tratamentos e cinco repeticdes. Foram
avaliadas as espécies Anadenanthera peregrina, Apuleia leiocarpa, Ceiba glaziovii,
Citharexylon myrianthum, Dalbergia nigra, Genipa americana, Handroanthus chrysotrichus,
Inga edulis, Lecythis pisonis, Plathymenia reticulata e Tabernaemontana fuchsiifolia. A
sobrevivéncia, altura e didmetro ao nivel do solo foram medidos trimestralmente até os 12
meses apos o plantio. Os resultados apontaram que a aplicacdo do topsoil florestal in natura
ndo teve influéncia significativa na sobrevivéncia e no crescimento das mudas durante o periodo
analisado (p>0,05). Isso pode ser explicado pelo baixo fornecimento de bactérias fixadoras de
nitrogénio e esporos de fungos micorrizicos arbusculares pelo topsoil florestal, além do
substrato das mudas ja estar colonizado por esses microrganismos simbiontes. Em estudos
futuros, sera interessante avaliar a producdo de mudas, em substratos com baixa carga
microbiana, com 0s microrganismos nativos do topsoil florestal. Essa pode ser uma alternativa
para acelerar a restauracéo ecologica de areas degradadas tanto acima quanto abaixo do solo.

Palavras-chave: restauracdo ecologica, microrganismos nativos, solo florestal.
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ABSTRACT

Soil microorganisms are essential for maintaining soil fertility and plant health. In degraded
areas, the reintroduction of the native soil microbiome can enhance the survival and growth of
planted seedlings, accelerating ecological restoration. This chapter aimed to evaluate the effect
of the microbiota present in forest topsoil on the survival and growth of tree species native to
the Atlantic Forest. For this, a field experiment was carried out in a degraded pasture area in
Cachoeiras de Macacu, Rio de Janeiro. In this experiment, native tree species common in
reforestation areas in the region were planted, using 200 g of in natura or sterilized topsoil (as
control) in the planting hole. The experiment was designed as a randomized block design, with
two treatments and five replications. The species Anadenanthera peregrina, Apuleia leiocarpa,
Ceiba glaziovii, Citharexylon myrianthum, Dalbergia nigra, Genipa americana, Handroanthus
chrysotrichus, Inga edulis, Lecythis pisonis, Plathymenia reticulata and Tabernaemontana
fuchsiifolia were evaluated. Survival, height and diameter at ground level were measured
quarterly up to 12 months after planting. The results showed that the application of in natura
forest topsoil had no significant influence on the survival and growth of the seedlings during
the analyzed period (p>0.05). This can be explained by the low supply of nitrogen-fixing
bacteria and spores of arbuscular mycorrhizal fungi by the forest topsoil, in addition to the
substrate of the seedlings being already colonized by these symbiotic microorganisms. In future
studies, it will be interesting to evaluate the production of seedlings, in substrates with low
microbial load, with native microorganisms of forest topsoil. This can be an alternative to
accelerate the ecological restoration of degraded areas both above and below ground.

Key words: ecological restoration, native microorganisms, forest soil.
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8 INTRODUCAO

O corte e a queima de florestas tropicais seguidos da méa gestdo de pastagens afetam as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo (FERREIRA et al., 2016). Essas préticas
promovem no solo perdas da cobertura vegetal e do estoque de carbono, aumentando os
processos erosivos, diminuicdo na umidade e alteracdo do pH e teor de nutrientes (FERREIRA
et al., 2016; NAVARRETE et al., 2016; PEDRINHO et al., 2019). Além disso, afetam
drasticamente os microrganismos do solo, que representam a fracdo do solo mais sensivel as
mudancas e manejo do uso da terra (BARROS et al., 2019).

Microrganismos desempenham servigos ecossistémicos essenciais no solo, como a
decomposicdo da matéria organica, a ciclagem de nutrientes, a agregacdo do solo e o
fornecimento de nutrientes as plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; FIERER, 2017,
BERKELMANN et al., 2020). Apesar de sua importancia, diversos estudos indicam que a
conversdao das florestas a pastagens pode causar impactos negativos na microbiota do solo,
como a reducdo da biomassa, variagdo na composicdo e diversidade, com perda de especies
raras ou especializadas e implicagdes nas funcdes desempenhadas por esses microrganismos
(JESUS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2013; MENDES et al., 2015b; CARVALHO et al.,
2016; GOSS-SOUZA et al., 2017; BARROS et al., 2019; PEDRINHO et al., 2019).

A restauracdo funcional dos ecossistemas deve promover comunidades bioticas acima
e abaixo do solo. Contudo, a maioria dos projetos de restauracéo florestal ndo apresenta uma
abordagem holistica (SCHMIDT et al., 2020), tendo como intuito prioritario a reintroducdo de
espécies arboreas como forma de acelerar a sucessdo ecoldgica. Esses projetos ndo levam em
consideracdo a reintroducdo do microbioma florestal nativo para restabelecer processos
ecoldgicos subterraneos, que influenciam direta e indiretamente no crescimento das plantas.

Esforcos de restauracdo destinados a restaurar a comunidade de microrganismos,
incluindo fungos, bactérias e archaea associados as plantas e ao solo (ou seja, 0 microbioma do
solo) podem ser determinantes para o sucesso da restauracdo florestal (SCHMIDT et al., 2020).

O estudo de Huller et al. (2017) evidenciou que a deposicdo de topsoil de origem
florestal na superficie do solo foi capaz de aumentar a sobrevivéncia e o crescimento de
individuos de Schinus terebinthifolius Raddi introduzidos por semeadura direta em uma area de
cultivo abandonada. Quando adicionado o topsoil, a sobrevivéncia e o crescimento foram 3 e 4
vezes maiores aos 12 meses ap0s a semeadura, respectivamente, em relacdo ao tratamento em
que foi realizada apenas a semeadura direta, diferindo-se estatisticamente. Contudo, 0s autores
relatam que foram utilizados 18 kg em cada parcela de 2 m x 2,5 m e sugerem a investigacédo
de uma quantidade 6tima para minimizar os custos elevados da técnica.

Devido ao custo elevado com coleta e transporte do topsoil de areas doadoras (CHAER
et al., 2021), a transposicdo desse insumo em area total como fonte de microrganismos na
restauracdo florestal se torna inviavel na maior parte das situacdes. Dessa forma, técnicas menos
onerosas e que fornecam microrganismos autoctones e simbiontes das plantas empregadas em
reflorestamentos devem ser testadas. Uma estratégia potencialmente eficaz para integrar a
restauracdo da vegetacdo e microbioma florestal em projetos de restauracéo de areas degradadas
é adicionar pequenas quantidades de topsoil florestal proximo ao sistema radicular das espécies
nativas durante o plantio na area. Dessa forma, o uso de topsoil florestal para inoculacdo dos
bercos de plantio pode trazer vantagens ao crescimento e sobrevivéncia das espécies arbdreas
nativas, uma vez que a microbiota adicionada pode incluir microrganismos que promovem o
crescimento dessas espécies, além de serem adaptados as condi¢Ges edafocliméticas locais.
Além disso, este processo pode contribuir para o impulso de diversos processos ecoldgicos na
area restaurada.
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Com base nas informac6es apresentadas, o objetivo deste capitulo foi investigar como
a adicdo de topsoil florestal nos bercos de plantio afeta a sobrevivéncia e o crescimento de 11
espécies arbdreas da Mata Atlantica quando plantadas em uma &rea de pastagem degradada.
Para alcancar este objetivo, foi realizada uma caracterizacédo da fertilidade e textura do topsoil
proveniente de floresta e do solo da area degradada, determinada a densidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio e esporos de fungos micorrizicos arbusculares presentes em ambos 0s
locais e avaliado o impacto da microbiota do topsoil aplicado nos bergcos de plantio na
sobrevivéncia e crescimento das espécies arbdreas nativas.

47



9 MATERIAL E METODOS

9.1 Caracterizacdo das areas de estudo

As areas de coleta do topsoil e implantacdo do experimento de campo se localizam no
municipio de Cachoeiras de Macacu, estado do Rio de Janeiro (Figura 5). Ambas pertencem a
proprietéarios rurais que fazem parceria com a Reserva Ecoldgica de Guapiacu (REGUA),
visando a conservagao e a recomposicéo florestal dos ambientes.

O municipio esta localizado na Serra do Mar e tem como municipios limitrofes
Teresopolis, Nova Friburgo, Silva Jardim, Rio Bonito, Tangud, Itaborai e Guapimirim.
Cachoeiras de Macacu compreende érea territorial de 954,749 km?, sendo constituido pelos
distritos de Cachoeiras de Macacu, Japuiba e Subaio. (IBGE, 2019).

Teresopolis Nova Friburgo

Cachoeira
de Macacu

e Silva Jardin

agé

Rio Bonito ¢

Haborai P
Tangub

Figura 5. Localizacdo geografica do municipio de Cachoeiras de Macacu, RJ. Fonte:
EMATER, 2022.

A REGUA ¢é uma Organizacdo Ndo Governamental (ONG) sem fins lucrativos,
categorizada como Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN), cuja misséo institucional
é a conservacdo da Mata Atlantica e sua biodiversidade na sub-bacia do rio Guapiacu. Para
atender esse objetivo, a ONG busca proteger as florestas através da aquisicdo de terras e
parcerias com proprietarios rurais, patrulhar e monitorar as areas pertencentes e restaurar
habitats degradados utilizando recursos provenientes de diversas parcerias nacionais e
internacionais. A ONG ainda atua incentivando e apoiando pesquisas cientificas, projetos de
reintroducdo de fauna local, programas de educacdo ambiental e ecoturismo com énfase na
observacdo de aves e da natureza (REGUA, 2021). Atualmente, a instituicdo dispde de terras
de propriedades particulares e de propriedades parceiras que abrangem 11.697 ha de areas
protegidas.

O clima da regido é do tipo Af, segundo a classificacdo de Koppen, isto &, tropical
Umido, sem estacdo marcadamente seca. De acordo com Azevedo et al. (2018), a altitude da
regido varia de 40 a 2.200 metros acima do nivel do mar. A precipitacdo média anual na regido
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é de 2.050 mm, com média mensal oscilando de 337,8 mm em fevereiro a 59,3 mm em julho;
e a temperatura média anual é de 21,9 °C, sendo janeiro o més mais quente (25,3 °C), e julho, o
mais frio (17,9 °C).

A Figura 6 evidencia a temperatura minima, média e maxima mensais, bem como a
precipitacdo total mensal e os dias de chuva durante cada més de conducéo experimental. Os
dados referentes a temperatura foram derivados de satélites e disponibilizados pelo sistema
NASA-POWER (https://power.larc.nasa.gov/data-access-viewer). A precipitagdo total foi
obtida através de dados do Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de Desastres Naturais
(http://mww2.cemaden.gov.br/mapainterativo/#) para a estacdo pluviométrica S&o Francisco de
Assis, em Cachoeiras de Macacu, que €é situada com maior proximidade a area experimental.

mmm Precipitagdo (mm) —a—Tmed (°C) —e—Tmax (°C) —e—Tmin (°C)

300 35
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Out|Nov|Dez| Jan | Fev|Mar|Abr|Mai|Jun| Jul |Ago| Set | Out
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Figura 6. Precipitacdo total mensal e temperaturas minima, média e maxima mensais em
Cachoeiras de Macacu, de outubro de 2021 a outubro de 2022. Fonte: (CEMADEN, 2022;
NASA-POWER, 2022). Os numeros acima das barras indicam a quantidade de dias com
precipitacdo durante o més.

A cobertura vegetal original da regido foi classificada como Floresta Ombrofila Densa,
variando em trés diferentes fitofisionomias: Floresta Ombréfila Densa Aluvial nas partes mais
baixas da paisagem, em relevo plano; Floresta Ombrdéfila Densa das Terras Baixas nas areas de
planicie costeira, em relevo suave ondulado; Floresta Ombroéfila Densa Submontana, em relevo
ondulado, e Montana na parte mais alta da porcdo da paisagem, onde o relevo se apresenta
montanhoso e escarpado. No entorno da REGUA, ocorrem fragmentos florestais secundarios
de diferentes tamanhos, imersos em uma matriz onde predominam areas de pastagem e
agricultura (AZEVEDO et al., 2018).

O local de coleta do topsoil é um fragmento florestal da Mata Atlantica em estagio
avancado de sucessdo, presente em uma propriedade rural parceira da REGUA, em Areal, no
municipio de Cachoeiras de Macacu, RJ (22°27°17.67”S, 42°50°04.87”0). A vegetacao
apresenta estratos arbdreo, arbustivo e herbaceo e a area apresenta relevo plano a suave
ondulado.
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O experimento foi conduzido em &rea de pastagem abandonada (22°43’55”S
42°74°1770), com predominio de capim-sapé (Imperata brasiliensis Trin.) e presenca de
capim-jaragud (Hyparrhenia rufa (Ness) Stapf.). A encosta apresenta relevo fortemente
ondulado, com declividade variando de 20 a 45% (EMBRAPA, 2006), altitude média de 106
metros e solo classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico (PINHEIRO, 2014).

9.2 Coleta e caracterizacéo do topsoil florestal e do solo da pastagem

A coleta do topsoil florestal foi realizada em setembro de 2021 em 20 pontos aleatorios
dentro do fragmento, em um gradiente do interior a borda da floresta. As amostras foram
retiradas da camada de 0-2,5 cm de profundidade do solo, em 0,55 m x 0,55 m de solo, com
auxilio de um sacho, descartando a serrapilheira acima do solo. O topsoil coletado compreendeu
0 subhorizonte hemiorganico Ai1, que corresponde aos trés centimetros iniciais do horizonte
Az e apresenta maior concentragédo de nutrientes (KINDEL et al., 2003). Em seguida, o topsoil
foi peneirado em malha de 2 mm no ato da coleta e o material foi homogeneizado e
acondicionado em sacos plasticos identificados. O mesmo procedimento foi realizado para o
solo da pastagem, no qual o experimento posteriormente foi instalado.

As amostras foram retiradas na camada de 0-20 cm de profundidade do solo para as
analises quimicas e fisica, apenas sendo coletado nos 2,5 cm iniciais de profundidade do solo
para a realizacdo das analises microbioldgicas.

Amostras do topsoil e do solo da pastagem foram mantidas sob refrigeracdo a + 5 °C até
a realizacdo das analises quimicas, fisicas e bioldgicas.

9.2.1 Analises fisica e quimica do topsoil florestal e do solo da pastagem

As analises granulométricas do topsoil e do solo da pastagem foram realizadas pelo
método do densimetro (TEIXEIRA et al., 2017), sendo definidos os teores de areia + silte e
argila. As analises quimicas foram feitas de acordo com as metodologias descritas por Teixeira
et al. (2017). Os seguintes atributos quimicos foram determinados: matéria organica, através
do meétodo de oxirreducdo; pH em agua (1:2,5 solo/agua), aferido por potenciometria; calcio
(Ca*") e magnésio (Mg?*), por espectrometria de absorcdo atdmica, e aluminio (AI**) por
titulagdo, apos extragdo com KCI 1 mol Lt; fosforo (P) e potéssio e (K*) por espectrofotometria
de chama; acidez potencial (H+Al) por titulacdo, apds extracdo com acetato de célcio; soma de
bases (S); capacidade de troca catidnica potencial (CTC a pH 7.0) e saturacdo por bases (V). A
Tabela 7 apresenta a caracterizacdo da fertilidade e os percentuais de areia, argila e silte do
topsoil e do solo da area de pastagem. De acordo com os resultados, verifica-se que o topsoil
florestal apresenta textura média e o solo da pastagem, argilosa.
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Tabela 7. Caracterizacdo quimica e fisica do topsoil florestal e do solo da area de implantacéo
do experimento, coletados nas profundidades de 0-2.5 cm e 0-20 cm, respectivamente.

ctc , A
MO pH N P K" Ca®* Mg* AP* H+Al S pH 7 V + Arg
Sil
dag/dm?® —-mg/dm®-- e cmole/dm3----mmmmmmemmeeee % --g/kg--
Topsoil
florestal 2,8 48 - 182 77 33 08 03 52 430 950 45 720 280
Solo da 2,3 47 10 28 26 02 05 172 56 0,77 6,37 12 635 365
pastagem

pH em agua; S: soma de bases; CTC pH7: capacidade de troca cationica potencial; V: saturacdo por bases; Are:
areia; Arg: Argila; Sil: Silte.

9.2.2 Analises biologicas

As andlises microbiologicas consistiram na determinacdo da densidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas (rizébios) e de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) presentes no topsoil florestal e no solo da area de pastagem.

9.2.2.1 Determinacéo da densidade de rizébios

A determinacdo da populacdo de rizobios presentes no topsoil florestal e na pastagem
foi realizada pelo método do numero mais provavel, NMP (JARVIS; WILRICH; WILRICH,
2010), utilizando-se as leguminosas Mimosa pudica L. (dormideira) e Phaseolus vulgaris L.
(feijaio-comum) como plantas-isca. O procedimento de plantio, a conducédo do estudo e a analise
dos resultados foram semelhantes aos realizados no primeiro capitulo desta tese.

9.2.2.2 Determinacéo da densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares

Os procedimentos de extracdo, contagem e identificacdo dos esporos de FMA foram
semelhantes aos realizados no primeiro capitulo desta tese, sendo realizados no Laboratério de
Micorrizas, situado na Embrapa Agrobiologia.

As fotografias das espécies identificadas foram feitas com o auxilio do microscopio
Zeiss, com sistema de captura composto por camera Axiocam ERc 5s e software Axiovision.

9.3 Delineamento e conducao experimental

Em outubro de 2021 foi instalado um experimento em area de pastagem abandonada,
em Cachoeiras de Macacu. O delineamento adotado foi em blocos casualizados, com cinco
repeticdes e dois tratamentos, totalizando 10 parcelas experimentais. Cada uma delas abrangeu
uma area de aproximadamente 300 m2 (30 m x 10 m), contendo ao menos cinco individuos de
cada uma das 11 espécies arbdreas empregadas. Trés blocos foram alocados na vertente leste,
cada um em um terco da encosta, e outros dois, alocados na vertente oeste nos ter¢cos médio e
superior.

O experimento contemplou os seguintes tratamentos: (1) aplicagédo de 200g do topsoil
florestal in natura no fundo do berco de plantio e (2) e aplicagéo de 200g do topsoil esterilizado
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no fundo do berco de plantio, como tratamento controle (Figura 7). O topsoil utilizado no
tratamento controle foi submetido ao processo de autoclavagem a 121 °C por 60 minutos,
repetindo-se o procedimento apds dois dias de modo a matar a microbiota existente. O material
permaneceu estocado por 15 dias apds a autoclavagem para a reoxidacdo de manganés
potencialmente solubilizado no procedimento.

Image © 2022 Maxar Technologies

Google Earth

22°26'07.99"S 42°44'29.62"0 elev. 94 m altitude do ponto de visdo 380 m

Figura 7. Localizacdo geografica da area experimental, em Cachoeiras de Macacu — RJ.
Retangulos vermelhos representam os blocos experimentais; marcadores verdes, as parcelas
contendo topsoil in natura; marcadores azuis, as parcelas contendo topsoil esterilizado.

As especies arboreas da Mata Atlantica escolhidas para o experimento estdo elencadas
na Tabela 8 e foram adquiridas no viveiro da REGUA, que as produz com sementes oriundas
dos remanescentes florestais da propria reserva para serem empregadas em projetos de
reflorestamento na regiao.
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Tabela 8. Espécies arbdreas e respectivas familias boténicas e grupos ecolégicos empregadas
no experimento em Cachoeiras de Macacu, RJ.

Nome cientifico Nome popular Familia Grupo_
ecologico
Anadenanthera peregrina (L.) Speg. Oer;?r:g?i;o* Leguminosae NP
Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F.Macbr.  Garapa Leguminosae NP
Ceiba glaziovii (Kuntze) K.Schum. Paineira-branca  Malvaceae NP
Citharexylon myrianthum Cham. Pau-viola Verbenaceae P
Dalbergia nigra (Vell.) Allemé&o ex Jacaranda-da- Leguminosae NP
Benth. bahia*
Genipa americana L. Jenipapo Rubiaceae NP
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex Iné-amarelo Bianoniaceae NP
DC.) Mattos P g
Inga edulis Mart. Inga-de-metro*  Leguminosae P
Lecythis pisonis Cambess. Sapucaia Lecythidaceae NP
Plathymenia reticulata Benth. Vinhatico* Leguminosae NP
Tabernaemontana fuchsiifolia A.DC.  Leiteira Apocynaceae P

P: pioneira; NP: ndo pioneira. *: Espécies que desempenham associagcdo simbidtica com bactérias
fixadoras de nitrogénio noduliferas.

As mudas foram produzidas em sacos plasticos de 9 x 20 cm (didmetro x altura)
contendo substrato composto por terra de subsolo argiloso, solo superficial de area agricola e
composto organico, na proporcéo volumétrica de 10:4:2. O composto organico apresentava as
seguintes caracteristicas: 1% N total, 20% umidade, 10% carbono organico, pH 6,8, relagédo
C/N de 7%; e CTC de 310 cmolc/kg. Duas mudas de cada espécie foram separadas, lavadas e
avaliadas quanto a taxa de raizes colonizadas por FMA, conforme metodologia descrita no
Capitulo | desta tese, e a presenca de nddulos ativos de bactérias fixadoras de nitrogénio.

Um més antes da instalacdo do experimento foi realizada a rocada em area total, através
do uso de rocadeiras laterais, e quinze dias antecedendo ao plantio foi aplicado herbicida a base
de glifosato com pulverizador costal em area total, seguindo as recomendacdes do fabricante.

A demarcacdo dos bercos de plantio foi realizada adotando-se o espagamento de 2 m x
2 m e o0 coroamento, feito com enxada, removeu a vegetacdo existente em um raio de 50 cm.
Em seguida, os bercos foram abertos com o auxilio de motocoveador com broca acoplada, nas
dimensdes de 30 x 30 x 30 cm (comprimento X largura x profundidade), sendo incorporados ao
solo 100 g de calcério e 150 g de fertilizante organomineral (3% de N total, 10% P.Os, 5% K20,
3% Ca, 1% S, 8% carbono organico, 15% umidade e CTC de 80 mmolc/dm?®).

O controle de formigas cortadeiras foi realizado através da aplicacdo de iscas granuladas
a base de sulfluramida (0,3%) logo ap0s a rocada da area, imediatamente apds o plantio e até
aos seis meses posteriores.

As rocadas e coroamento foram empregados periodicamente, aos 3, 5 e 12 meses apds
o0 plantio, de acordo com a necessidade de minimizar o efeito da competicdo imposta pelas
gramineas.
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9.4 AvaliacGes

O monitoramento de sobrevivéncia e crescimento de cada individuo arbdreo foi
realizado aos 1, 3, 6, 9 e 12 meses apds o plantio.

A avaliacdo da sobrevivéncia das mudas foi executada um més apés o plantio e, sendo
verificado algum individuo morto, esse foi substituido por outro da mesma espécie. A taxa de
sobrevivéncia das espécies foi quantificada aos 3, 6, 9 e 12 meses apds o plantio, sendo expressa
em porcentagem.

As avaliagdes de crescimento consistiram na mensuracao do diametro ao nivel do solo
e a altura total, com auxilio de paquimetro digital graduado em milimetros e vara graduada em
centimetros, respectivamente.

Por fim, verificou-se a premissa de normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilks, e a
premissa de homocedasticidade, pelo teste de Bartlett para todas as variaveis analisadas, ambos
os testes ao nivel de 5% de probabilidade. Atendendo as premissas, 0s dados foram submetidos
a analises de variancia pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade, para avaliar a existéncia
de diferenca entre os tratamentos em cada variavel monitorada. As analises foram realizadas no
software R, versdo 4.0.5, utilizando o pacote “easyanova” (ARNHOLD, 2021).
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10 RESULTADOS

10.1 Caracterizacdo bioldgica

O topsoil apresentou a concentracdo de 215 (74-624; p = 0,05) e 29 (11-76; p = 0,05)
células de rizébio g de solo, quando utilizadas as leguminosas M. pudica e P. vulgaris como
plantas-isca, respectivamente. Para a area de pastagem, a densidade de rizébios que nodulam
M. pudica foi de 23 (5,7-94; p = 0.05) e P. vulgaris foi de 9,17 (2,18-38; p = 0.05) células de
rizébio g de solo™.

O numero total de esporos de FMA recuperados no topsoil florestal de Cachoeiras de
Macacu foi de 46 em 50 cm?3 de topsoil. Foram encontradas seis espécies de fungos micorrizicos
arbusculares, distribuidas nas familias Acaulosporaceae, Glomeraceae e Ambisporaceae.

Por outro lado, a area de pastagem apresentou 588 esporos em 50 cm3 de solo. Os
esporos encontrados sdo pertencentes a cinco especies de FMA, duas pertencentes a familia
Acaulosporaceae e as demais, a Glomeraceae. Dentre as espécies presentes nas amostras de
ambas as localidades, houve predominio de esporos de G. macrocarpum (Tabela 9).

Tabela 9. Espécies de fungos micorrizicos arbusculares encontradas em 50 cm3 de amostra do
topsoil oriundo de floresta nativa e de area de pastagem degradada, ambas localizadas em
Cachoeiras de Macacu-RJ.

Espécies de fungos micorrizicos arbusculares 1]'- opsoil Pastagem
orestal

Familia Acaulosporaceae

Acaulospora foveata Trappe & Janos X

Acaulospora mellea Spain & Schenck X X

Acaulospora rehmii Sieverding & Toro X

Familia Ambisporaceae

Ambispora leptoticha (N.C. Schenck & G. S. Sm.) C. Walker, X

Vestberg & A.Schiissler

Familia Glomeraceae

Glomus glomerulatum Sieverd. X X

Glomus macrocarpum Tul. & C. Tul., 1845 X X

Glomus microaggregatum Koske, Gemma & PD Olexia X

Glomus tortuosum N. C. Schenck & G. S. Sm. X

A Figura 8 evidencia as fotografias dos esporos das diferentes espécies de FMA
encontradas, capturadas nos aumentos de 100 e 400 vezes.
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Figura 8. Esporo de A. foveata em aumento de 400 vezes (A); esporo de A. mellea em aumento
de 400 vezes (B); esporo de A. rehmii em aumento de 400 vezes (C); esporo de A. leptoticha
em aumento de 100 vezes (D - 80-160 pum); esporo de G. glomerulatum em aumento de 400
vezes (E); esporo de G. macrocarpum em aumento de 400 vezes (F); esporo de G.
macrocarpum, contendo em seu interior esporo de G. microaggregatum, em aumento de 400
vezes (G); esporo de G. tortuosum em aumento de 400 vezes (H).

Antecedendo ao plantio, verificou-se que as mudas adquiridas de A. peregrina, 1. edulis
e P. reticulata ja apresentavam nodulos, estando esses ativos, visto que apresentavam coloracéo
interna vermelha, indicando a presenca de leghemoglobina. Além disso, as onze espécies
utilizadas também apresentavam colonizagdo micorrizica, sendo visualizados vesiculas,
esporos e hifas no microscopio estereoscopico. A colonizagdo observada nas raizes das mudas
variou de baixa a alta (Tabela 10).
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Tabela 10. Percentagem de colonizacdo micorrizica e respectiva classe de colonizagcdo de
mudas de 11 espécies arbdreas produzidas no viveiro da Reserva Ecologica de Guapiagu
(REGUA), em Cachoeiras de Macacu, RJ.

Nome cientifico Colonizagdo micorrizica (%) Classe de colonizacéo
A. peregrina (L.) 51,26 alta
A. leiocarpa 22,95 media
C. glaziovii 7,48 baixa
C. myrianthum 4,35 baixa
D. nigra 13,33 baixa
G. americana 28,27 media
H. chrysotrichus 19,56 baixa
. edulis 2,4 baixa
L. pisonis 13,93 baixa
P. reticulata 20,27 meédia
T. fuchsiifolia 33,10 media

10.2 Sobrevivéncia e crescimento das espécies arboreas

As médias de sobrevivéncia das onze espécies arboreas plantadas em campo, quando
analisadas separadamente e em conjunto, ndo diferiram significativamente em todos os
periodos avaliados, em funcdo da aplicacdo de topsoil nos bergos de plantio (Figura 9).

Em geral, a média de sobrevivéncia das plantas de cada espécie arbdrea foi superior a
80%, em ambos 0s tratamentos, até aos 12 meses apds o plantio. D. nigra foi a Unica espécie
que apresentou médias de sobrevivéncia inferiores a 80% em ambos os tratamentos, chegando
a 61% em média ao final dos 12 meses de monitoramento.

Embora sem diferenca significativa entre os tratamentos, as espécies A. leiocarpa e G.
americana apresentaram sobrevivéncia de 70% e 78% quando adicionado topsoil e de 81% e
91% no controle. Ao contrério, L. pisonis obteve taxa de sobrevivéncia superior no tratamento
com topsoil (80%) em relacdo ao controle (70%).
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Tabernaemontana fuchsiifolia Espécies arboreas
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Figura 9. Percentual de sobrevivéncia das espécies A. peregrina, A. leiocarpa, C. glaziovii, C.
myrianthum, D. nigra, G. americana, H. chrysotrichus, I. edulis, L. pisonis, P. reticulata e T.
fuchsiifolia aos 1, 3, 6, 9 e 12 meses apds 0 plantio em campo nos tratamentos com aplicacao
de topsoil florestal nos bercos de plantio e no grupo controle (utilizando topsoil autoclavado).

Dentre as espécies arbdreas empregadas, G. americana, L. pisonis, D. nigra e A.
leiocarpa apresentaram 0s menores ganhos em altura e didmetro ao nivel do solo, observando-
se maiores incrementos em A. peregrina, H. chrysotrichus e P. reticulata para altura e, em
didmetro do coleto, nas espécies P. reticulata, C. glaziovii e C. myrianthum.

Em geral, o tratamento com adicdo de topsoil florestal in natura aos bercos de plantio
ndo alterou significativamente a altura das onze espécies arbdreas avaliadas em relacdo ao
tratamento controle (p>0,05). A excecdo ocorreu apenas no terceiro més apos o plantio de A.
leiocarpa, quando as plantas se mostraram maiores no tratamento com topsoil florestal (Figura
10).

As medidas de didmetro ao nivel do solo das onze espécies arboreas também nédo foram
afetadas pelos tratamentos ao longo do periodo avaliado.
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Tabernaemontana fuchsiifolia
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Figura 10. Incremento cumulativo em altura e diametro ao nivel do solo de A. peregrina, A.
leiocarpa, C. glaziovii, C. myrianthum, D. nigra, G. americana, H. chrysotrichus, I. edulis, L.
pisonis, P. reticulata e T. fuchsiifolia aos 1, 3, 6, 9 e 12 meses ap06s o plantio em campo nos
tratamentos com aplicacdo de topsoil florestal nos bercos de plantio e no grupo controle
(utilizando topsoil autoclavado).
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11 DISCUSSAO

A aplicacdo de 200 g de topsoil ao berco de plantio n&o afetou a sobrevivéncia das 11
espécies arboreas estudadas. Cabe ressaltar que as elevadas taxas de sobrevivéncia da maioria
das espécies arbdreas podem ser atribuidas aos tratos culturais intensivos (capinas, controle de
formigas etc.) e a boa pluviosidade no decorrer do periodo de avaliagcdo. Todavia, A. leiocarpa
e G. americana (com topsoil), L. pisonis (controle) e D. nigra (ambos os tratamentos)
apresentaram taxas de sobrevivéncia inferiores a 80%, possivelmente em razdo das mudas
dessas espécies estarem ainda pequenas no momento de expedicdo ao campo, apresentando
altura entre 16 e 26 cm. Como referéncia, recomenda-se em geral para plantios de recomposicao
florestal o plantio de mudas com altura entre 30 e 50 cm (Martins, 2018).

Igualmente, o topsoil ndo influenciou no crescimento em altura e didmetro ao nivel do
solo das espécies arbdreas ao longo do periodo de avaliacdo. Esses resultados sdo contrastantes
aqueles encontrados em um estudo realizado por Huiller et al. (2017), onde foi apontado que a
aplicacdo de topsoil florestal na superficie do solo aumentou significativamente a sobrevivéncia
e o crescimento de individuos de Schinus terebinthifolius Raddi introduzidos por semeadura
direta em uma area de cultivo abandonada. Quando o topsoil foi adicionado, a sobrevivéncia e
o0 crescimento foram 3 e 4 vezes maiores, respectivamente, aos 12 meses ap0s a semeadura, em
relacdo ao tratamento onde apenas a semeadura foi realizada.

Algumas hipdteses podem ser levantadas para explicar a auséncia de resposta ao topsoil
observado nesse estudo. Por exemplo, a concentracdo de microrganismos simbiontes no topsoil
e/ou o volume aplicado ao berco de plantio podem ter sido insuficientes para promover
simbioses efetivas. De fato, a concentracdo de microrganismos simbiontes (BFN e FMA) no
topsoil foi relativamente baixa. Embora as analises tenham identificado a presenca de bactérias
fixadoras de nitrogénio e esporos de fungos micorrizicos arbusculares no topsoil, as
concentracdes desses microrganismos foram inferiores aquelas encontradas em outro topsoil
avaliado no estudo descrito no Capitulo I desta tese (93 [23-388; p = 0,05] células de rizobio g
de solo, quando utilizada a leguminosa M. pudica como planta-isca, e 400 esporos de FMA
em 50 cm3 de topsoil). Corroborando esse fato, observou-se que a densidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio no solo da pastagem nao diferiu daquela encontrada no topsoil.

Em outro estudo, realizado por Sene et al. (2012), também se observou que a abundancia
de rizébios em solos de areas reflorestadas foi similar a de solos de areas degradadas no Senegal.
Brito et al. (2015) também encontraram baixa densidade de BFN em uma area de pastagem
abandonada inserida na Mata Atlantica em Valenca-RJ, alcangando 102 células g de solo™
quando utilizado P. vulgaris como planta-isca.

Tanto a densidade e a riqueza de microrganismos podem ser altamente variaveis entre
os locais de coleta e ao que € adicionado ao berco de plantio, ndo havendo padronizagédo no que
é fornecido as plantas, diferentemente de inoculantes destinados a projetos de reflorestamento.
Como referéncia, a Instru¢cdo Normativa n® 13 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) estabelece a concentragdo minima de 1,0 x 10° unidades formadoras
de coldnias por grama ou mililitro para inoculantes de BFN.

Em relacdo aos fungos micorrizicos arbusculares, foi observada uma menor densidade
de esporos no topsoil florestal em relacdo ao solo da pastagem. Diversos trabalhos também
verificaram menor densidade de esporos de FMA em florestas na Mata Atlantica, quando
comparadas a outros sistemas de uso do solo, tais como os desenvolvidos por Stiirmer et al.
(2006); Zangaro et al. (2008); Bonfim et al. (2013); Silva et al. (2016); Martins et al. (2019);
Silva et al. (2021).

Em éarea de Floresta Atlantica, Santos (2006) detectou o nimero de esporos de FMA
variando de 3 a 560 por 100 g de solo, sendo essa varia¢do atribuida aos diferentes grupos
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sucessionais da vegetacao e aos graus de disturbio do local, com maior producéo de esporos em
areas com clareiras e espécies pioneiras.

A alta concentragdo de esporos de FMA em areas de pastagens pode estar relacionada
as caracteristicas das plantas dominantes e de condi¢cBes de estresse que estimulam a
esporulacdo. As gramineas com metabolismo C4, possuem alta eficiéncia fotossintética e
sistema radicular fasciculado, com raizes finas e abundantes, o que favorece a colonizacéo
radicular e a esporulacdo (CARDOSO JUNIOR et al., 2018). Além disso, a alta densidade de
esporos de FMA esté relacionada a maior atuacdo dos FMA em solos em recuperacao, que
ainda respondem a processos de perturbacdo (PIOTROWSKI et al., 2008). A producdo de
esporos diminui progressivamente ao longo da sucessdo ecolégica da pastagem para floresta
madura (ZANGARO et al., 2012). Contudo, deve-se considerar que 0s esporos nao sao a Unica
forma de propagacdo dos FMA, mas também hifas, raizes e substratos infectados (MIRANDA,
2008).

O teor de fosforo presente no topsoil florestal foi consideravelmente maior (18,2
mg/dm?) do que o da pastagem (2,8 mg/dm?). A alta disponibilidade de P no solo pode afetar a
concentracdo de carboidratos soluveis, interferindo na reducéo e até eliminacdo da colonizagéo
das raizes por fungos micorrizicos (PETERSON; FARQUHAR, 1996) e consequentemente na
sua reproducéo e quantidade de esporos presentes no solo (SANTOS; SCORIZA; FERREIRA,
2014). Dessa forma, a estabilidade do ecossistema e o teor de fosforo presente no solo florestal
podem ter contribuido para a menor formacao de esporos de FMA.

Em ambas as areas de estudo, houve predominio dos géneros Glomus e Acaulospora.
Esses géneros tém sido detectados como dominantes em varias areas estudadas do bioma Mata
Atlantica, em habitats naturais e em solos em recuperagéo, ocorrendo com maior densidade de
esporos e numero de espécies em relacao aos demais géneros (ZANGARO; MOREIRA, 2010).
A maior ocorréncia dos géneros Glomus e Acaulospora pode ser devido a maior capacidade de
adaptacdo a solos submetidos a variacdes nos teores de matéria organica, pH e manejo,
denotando que essas espécies sdo resistentes a distdrbios ambientais (WINAGRASKI et al.,
2019; MAIA et al., 2020).

Outra hipotese para explicar a auséncia de resposta das plantas ao topsoil pode estar
relacionada ao fato de as mudas expedidas ao campo ja apresentarem alta colonizacdo
micorrizica e, as leguminosas que se associam com BFN (A. peregrina, |. edulis e P. reticulata),
nodulos ativos em suas raizes. Essas associacOes ja constituidas podem ter reduzido a
capacidade dos microrganismos presentes no topsoil em estabelecer simbiose com as plantas
aléem de possivelmente terem contribuido para o crescimento das plantas de ambos os
tratamentos.

Se 0 nicho metabdlico é preenchido por microrganismos residentes, melhor adaptados
as condicbes ambientais, 0 sucesso no estabelecimento dos microrganismos introduzidos
diminui (KAMINSKY et al., 2018; MOHANRAM; KUMAR, 2019), o que pode ter ocorrido
no presente estudo. Dado que as comunidades residentes sdo estaveis, 0s microrganismos
introduzidos provavelmente ocupariam apenas um nicho muito pequeno em toda a comunidade,
ou mesmo seriam eliminados apos a introducdo (SHTARK et al., 2015).

Os rizébios competem no solo e na rizosfera com outros membros da comunidade
microbiana (rizébios e ndo rizobios) para estabelecer populacfes estaveis, para posteriormente
ocuparem os nodulos (LI et al. 2016; CHECCUCHI et al., 2017). A competicdo implica em
evitar a colonizacdo do nicho por outras cepas, podendo ser realizada através da utilizacdo
rapida e eficiente de recursos limitantes ou quando uma célula impede diretamente outra célula
de crescer/sobreviver no ambiente (HASSANI; DURAN; HACQUARD, 2018).

A competicdo por espago e recursos pela microbiota do solo foi demonstrada no estudo
de Wubs et al. (2016). Em &rea de pousio, a adicdo de topsoil, oriundo de area similar e
conservada, aplicado em &rea total, proporcionou aumento na composi¢cdo microbiana do solo.
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Uma riqueza de microrganismos mais pronunciada foi obtida quando o topsoil da area receptora
foi removido, e em menor intensidade quando o topsoil foi depositado no solo intacto.

Ainda assim, os rizobios que foram adicionados ao solo através da aplicacéo do topsoil
florestal e que, porventura, tenham ocupado algum nicho vago ou tido sucesso na competicéo
com outros microrganismos, ndo necessariamente apresentaram compatibilidade com a
leguminosa hospedeira e foram eficazes em fornecer nitrogénio a planta, de modo a contribuir
significativamente no crescimento das plantas que se associam de modo simbiotico a esses.

De mesmo modo, os FMA que foram adicionados com o topsoil podem ndo ter
conseguido se estabelecer, colonizar, persistir e se espalhar. Hart et al. (2017) destacam alguns
fatores que podem vir a interferir nesse processo, como a sobreposi¢cdo de nicho com fungos
residentes altamente competitivos e tolerantes aos fatores bioticos e abidticos do local, a
densidade de FMA insuficiente na dosagem do indculo, os efeitos prioritarios decorrentes da
ordem de chegada e o0s requisitos de nicho, como a adaptacdo ao solo e aos demais
microrganismos, bem como a identidade do hospedeiro.

Fatores como pH, temperatura, umidade, fertilidade e salinidade (SANTOYO et al.,
2017) em areas anteriormente florestais convertidas a agricultura e a pastagens diferem das
condicdes edafoclimaticas presentes originalmente. Em suma, essas variacdes podem afetar a
sobrevivéncia e o estabelecimento de microrganismos nativos introduzidos no bergo de plantio.
Microrganismos presentes nessas areas antropizadas estdo adaptados a essas condicdes,
apresentando uma vantagem competitiva para adquirir espaco e recursos quando ha
sobreposicédo de nicho.

Por fim, é valido destacar que os efeitos da microbiota rizosférica introduzida ao solo
da pastagem sobre a performance das plantas ndo necessariamente serdo sempre benéficos,
como relatado por Lobo et al. (2019), mas poderédo ser antagdnicos ou neutros, 0 que ocorreu
no presente estudo.

Em vista da baixa densidade de BFN e FMA existente no topsoil florestal e da
competicdo com microrganismos simbiontes presentes previamente nas mudas e no solo da area
degradada, recomenda-se que estudos investigando outras espécies arboreas, diferentes classes
de solo e locais de coleta de topsoil com distintos estagios de sucessdo ecoldgica sejam
implementados para verificar a potencialidade da técnica de transposicdo de topsoil em maior
abrangéncia. Esses conhecimentos poderdo auxiliar na tomada de decisbes voltadas a
funcionalidade do ecossistema, permitindo maiores chances de sucesso em projetos destinados
a restauracdo florestal.
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12 CONCLUSOES

A aplicacdo de 200 g de topsoil florestal no berco de plantio de 11 espécies arbéreas da
Mata Atlantica, destinadas ao reflorestamento de uma pastagem degradada em Cachoeiras de
Macacu, estado do Rio de Janeiro, ndo produziu melhorias significativas na taxa de crescimento
ou sobrevivéncia das plantas até os primeiros 12 meses ap06s o plantio. Esse resultado pode estar
relacionado (1) a baixa concentracdo de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e
de células de rizobios no topsoil utilizado e (2) a presenca de micorrizas e nddulos (no caso de
espécies leguminosas noduliferas) nas mudas utilizadas no plantio.
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14 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do Capitulo | evidenciam a potencialidade da técnica de adi¢cdo de um
pequeno volume de topsoil florestal para uso na producdo de mudas de espécies arbdreas
nativas. A microbiota existente no topsoil adicionado aos vasos propiciou maiores ganhos no
crescimento das mudas em casa de vegetacao.

Novos estudos poderdo elucidar se o topsoil apresenta eficiéncia semelhante a
inoculantes de estirpes selecionadas de bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos
arbusculares. Caso evidenciado o sucesso da técnica nessas condicfes, essa podera ser uma
alternativa simples e econémica a ser recomendada para a producdo de mudas de qualidade em
viveiros proximos aos locais de plantio, aumentando as chances de sucesso no estabelecimento
e crescimento das mudas em projetos de reflorestamento.

Contudo, constatou-se no capitulo I que o emprego da técnica em bercos de plantio ndo
foi satisfatorio para incrementar a sobrevivéncia e o crescimento das espécies florestais em
condigdes de campo, apresentando efeito similar ao tratamento controle (topsoil esterilizado).
Estudos devem ser realizados para adequar a dose aplicada em condi¢des de campo, visando 0
fornecimento satisfatorio de microrganismos compativeis com as espécies vegetais e baixos
custos de coleta, transporte e aplicagdo do material.

O presente trabalho de campo néo esgota o assunto, mas serve como base para futuras
pesquisas complementares com topsoils obtidos de diferentes florestas, a fim de se obter
conclusdes mais robustas em condicdes experimentais heterogéneas. Sugere-se a realizacao de
estudos que avaliem qual época e estagio sucessional da floresta deva ser coletado o topsoil,
visando ofertar maior diversidade biotica e funcional da microbiota. Além disso, estudos de
campo que utilizem mudas previamente colonizadas pelos microrganismos nativos do topsoil,
com o intuito de restabelecer os processos ecologicos no sistema solo-planta, com maior chance
inicial de ocupacéo de nicho dessa microbiota.
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ANEXO

Solugdo nutritiva de Norris para espécies arboreas florestais, modificada por Guzman &
Dobereiner (1968) para metade da concentragdo de sal:

Quantidade de reagentes para o preparo de 1 L de

solucdo de Norris

Reagente Massa (g) Concentracdo (mmol/L)
KCI 0,149 20

KoHPO, 0,05 0.3

KH2PO4 0,1 0.7

CaS04.2H.0 0,344 2

MgS0,4.7H20 0,493 2

FeEDTA 0,033 0,09

Acido citrico 0,005 0,03

Adicionar 0,5 mL da solucéo estoque de micronutrientes e completar o volume para 1 L de 4gua

destilada.

Solugéo de micronutrientes

Reagente Massa (g) ?rgrr;:i)el?lt_r)a(;ao
CuS04.5H20 0,004 0,03
ZnS04.7H0 0,011 0,04
MnS0O4.2H,0 0,01 0,05
(NH4)sM07024.4H20 0,0005 0,0004
H3BO3 0,036 0,58

Completar o volume da solucdo de micronutrientes (estoque) para 1 L de agua destilada.
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