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CAPITULO 1. INTRODUGCAO GERAL

Autor: Francihele Cardoso Muller

Orientador: Prof. Dr. Renato Marques

Co-Orientadora: Prof2. Dr2. Fatima Maria de Souza Moreira
Co-Orientador: Prof. Dr. Emanuel Maltempi de Souza

RESUMO GERAL

A diversidade, a abundéncia e a dindAmica da microbiota do solo em florestas dependem,
em grande parte, do processo de transformacdo da matéria organica do solo, cujas
caracteristicas dependem da vegetacao florestal. Acredita-se que a presenca de diferentes
espécies florestais sobre o solo pode influenciar a BMS e a atividade microbiana; e entre
outros, 0 processo de mineralizacdo do N no solo. Os objetivos deste trabalho foram
investigar as relacbes entre espécies arboreas leguminosas (Andira anthelmia, Inga
edulis, Inga striata, Pterocarpus rorhii) nativas da Floresta Atlantica do Sul do Brasil e
parametros edaficos de natureza microbioldgica. Avaliou-se C da biomassa microbiana
(CBM) e N microbiano (Nmic), respiracdo basal do solo (RBS), quociente metabolico
(gCO2) e a mineralizagdo do nitrogénio; e caracterizou-se genotipicamente as
comunidades microbianas do solo em &reas de regeneracdo natural em diferentes estagios
sucessionais. A extracdo do CBM e Nmic foi realizada pelo método de irradiagdo-extracao,
a RBS por incubacgéo das amostras com retencdo de CO, por NaOH e 0 qCO> pela razéo
entre RBS e CBM; taxa de N mineralizado foi avaliada pelo método de incubacéo
anaerobica; e a diversidade de bactérias diazotroficas foi realizada pelo método de
diluicdo seriada e cultivo em placa com os meios LGI, NFb e JNFb, purificacdo das
colénias, amplificacéo e sequenciamento do 16S. Os resultados CBM e Nmic foram mais
elevados no solo sob Inga edulis e Andira anthelmia; a RBS foi mais elevada no outono;
gCO: foi menor na primavera. Os valores de CBM e Npic foram mais elevados no solo
sob Inga edulis e Andira anthelmia; a RBS foi mais elevada no outono; qCO_ foi menor
na primavera. Os valores de N mineralizado foram mais elevados nos solos sob I. edulis,
assim como na camada superficial do solo e variaram conforme as esta¢es do ano;
indicando, assim, influéncia da espécies florestal, da profundidade de amostragem e das
condi¢cdes meteoroldgicas sobre a atividade microbiana. A caracterizacdo genotipica
mostrou que as bactérias encontradas pertencem aos filos Proteobacteria (90,4%),
Firmicutes (4,8%) e Actinobacteria (4,8%). A maior diversidade de géneros ocorreu nos
solos sob A. anthelmia (14 géneros); Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas e
Rhizobium foram mais frequentes, somando 37,5% da frequéncia total de géneros;
observou-se distin¢do das espécies florestais, com caracteristicas como valores de pH, P,
K, Ca e Mg agrupadas ao . edulis; e, por fim, a distin¢do da floresta priméria quanto as
caracteristicas quimicas do solo. Assim, o estudo conclui que os fatores clima, espécies
florestais e formacdo florestal podem influenciar o desenvolvimento e atividade
microbiana do solo.

Palavras-chave: Biomassa Microbiana do Solo, mineralizacdo de N, bactérias
diazotroéficas, atividade microbiana e Fixacao Biologica de Nitrogénio.
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ABSTRACT

The diversity, abundance and dynamics of soil microbiota in forests depends to a large
extent on the process of transformation of soil organic matter, the characteristics of which
depend on forest vegetation. It is believed that the presence of different forest species on
the soil can influence BMS and microbial activity; and among others, the process of N
mineralization in the soil. The objectives of this work were to investigate the relationships
between tree species (Andira anthelmia, Inga edulis, Inga striata, Pterocarpus rorhii)
native to the Atlantic Forest of southern Brazil and edaphic parameters of a
microbiological nature. It was evaluated the carbon of the microbial biomass (CMB) and
microbial nitrogen (Nmic), basal respiration of the soil (BRS), metabolic quotient (qCO.)
and the mineralization of the nitrogen; and the microbial communities of the soil were
characterized genotypically in areas of natural regeneration in different successional
stages. The extraction of the CMB and Nmic was carried out by the irradiation-extraction
method, the BRS by incubation of the samples with retention of CO2 by NaOH and the
gCO: by the ratio between BRS and CMB; mineralized N rate was evaluated by anaerobic
incubation method; and the diversity of diazotrophic bacteria was performed by the serial
dilution method and plaque culture with the LGI, NFb and JNFb media, colonization
purification, 16S amplification and sequencing. The CMB and Nmic results were higher
in the soil under Inga edulis and Andira anthelmia; BRS was highest in the fall; qCO>
was lower in spring. The values of mineralized N were higher in the soils under I. edulis,
as well as in the superficial layer of the soil and they varied according to the seasons of
the year; indicating, therefore, the influence of the forest species, the depth of sampling
and the meteorological conditions on the microbial activity. The genotypic
characterization showed that the bacteria found belong to the phyla Proteobacteria
(90,4%), Firmicutes (4,8%) and Actinobacteria (4,8%). The greatest diversity of genera
occurred in soils under A. anthelmia; Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas and
Rhizobium were more frequent, accounting for 37.5% of the total frequency; was
observed the distinction between forest species, with characteristics such as pH, P, K, Ca
and Mg values grouped with 1. edulis; and, finally, the distinction of the primary forest as
the chemical characteristics of the soil. Thus, the study concludes that the factors climate,
forest species and forest formation may influence the development and microbial activity
of the soil.

Key-words: Soil Microbial Biomass, mineralization of N, diazrotrofic bacterial, microbial
activity and Biological Nitrogen Fixation.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de esséncias florestais leguminosas e das caracteristicas quimicas
do solo sobre parametros microbioldgicos e sobre a diversidade microbiana do solo em

areas de regeneragao natural da Floresta Atlantica do Sul do Brasil.

1.2 Objetivos Especificos

- Estimar a biomassa microbiana do solo;

- Avaliar a respiracao basal do solo;

- Correlacionar a presenga das esséncias florestais avaliadas com a atividade
microbiana do solo;

- Avaliar as caracteristicas quimicas do solo sob as esséncias florestais
leguminosas;

- Avaliar a mineraliza¢do do nitrogénio no solo;

- Caracterizar diversidade microbiana dos solos nas areas estudadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica, um bioma intercontinental, ¢ considerada mundialmente como
uma das areas mais ricas em biodiversidade e mais ameacadas do planeta, figurando entre
os hotspots mundiais (Conservation International do Brasil et al., 2000). O desmatamento
nas Ultimas trés décadas foi responsavel pela reducdo de 18.509 km? do seu territorio
total. Atualmente existem apenas 8,5% de remanescentes florestais com mais de 100
hectares e os fragmentos acima de 3 hectares representam 12,5% dos 1,3 milhdo de km?
do territorio original (Funda¢do SOS Mata Atlantica & INPE, 2014). Conforme ultimo
mapeamento do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2004), a Mata Atlantica
abrange uma 4area de 1.110.182 km?, da qual apenas 26,97% correspondem a vegetacio
nativa e dos quais 21,80% compdem-se de fisionomias florestais distintas.

A sua devastacdo atingiu, no periodo de 2012 a 2013, a maior taxa anual desde
2008. Foram desmatados cerca de 23.948 hectares (239 km?) nos 17 estados que
compdem o bioma; um aumento de 9% em relacdo ao periodo anterior. O estado do
Parand apresentou 2.126 hectares de areas desmatadas, fazendo parte do grupo dos quatro
estados (Minas Gerais, Piaui, Bahia e Parand) responsaveis por 92% do total de
desflorestamentos (SOS Mata Atlantica & Inpe, 2014).

A Mata Atlantica possui de 1 a 8% do total de espécies conhecidas no mundo,
configurando um grande numero de espécies com alto endemismo em varios grupos
taxonomicos (Mittermeier et al., 2005).

A conservagdo e recuperacdo deste bioma ¢ um desafio, pois o conhecimento
sobre sua biodiversidade ¢ fragmentado e permanece sob forte pressao antropica. Além
disso, a Mata Atlantica € responsavel por cerca de 70% do PIB nacional, abrigando mais
de 60% da populagdo brasileira; e possuindo as maiores extensdes dos solos mais férteis
do pais (Rodrigues et al., 2009).

Para a manutencao e recuperagdo dessas areas foram consolidadas, dentre outras,
as Reservas Particulares do Patrimonio Natural (RPPN) que, conforme o Decreto N°
5.746 de abril de 2006, t€ém como objetivo conservar a diversidade bioldgica, devendo-se
estimular a pesquisa nestas areas. No estado do Parand estdo registradas 244 RPPN’s,

dentre elas encontra-se a Reserva Natural da Guaricica, abrangendo 8.700 hectares (IAP,
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2016; SPVS, 2014), onde, além da conservagao das florestas, foram restaurados outros
mil hectares, substituindo areas de pastagem por espécies nativas da regiao.

Desta forma, a conservacao do pouco que sobrou daquilo que inadequadamente
foi desflorestado, ou por uma questao legal ou pelas caracteristicas do ambiente, se faz
necessaria e urgente, dependendo de agdes e esforcos coletivos e exigindo a mobiliza¢ao

geral da sociedade em sua defesa (Rodrigues et al., 2009).

2.2 Matéria Organica do Solo

A matéria organica do solo (MOS) ¢ constituida de uma mistura de residuos de
plantas e animais do solo, em diferentes estagios de decomposicdo, de substancias
sintetizadas por processos quimicos e bioldgicos e de microrganismos € pequenos animais
mortos, caracterizando fracdes labeis e estaveis (Theng et al., 1989). Em sua formagao
ocorrem processos simultaneos de novas adi¢des de materiais, de decomposi¢do e de
sintetizacdo de novos compostos, caracterizando sua transitoriedade e dinamismo
(Schnitzer, 1991).

Por atuar como fonte de carbono, energia e nutrientes para os microrganismos
quimiheterotréficos e, através do processo de mineralizagdo de N e S, fornecer energia
aos quimioautotroficos, a matéria organica afeta diretamente as caracteristicas biologicas
do solo. Em condigdes inadequadas de manejo, nas regides tropicais e subtropicais, a
degradacao da fragdo organica do solo ocorre de forma rapida e acompanhada de um
processo global de degradacdo das condigdes quimicas, fisicas e bioldgicas dos solos
(Bayer & Mielniczuk, 2008).

Os diferentes compostos da MOS sdo degradados por grupos especializados de
microrganismos heterotroficos, que produzem enzimas extracelulares especificas,
promovendo a quebra das macromoléculas em mondmeros. Estes sdo metabolizados
pelas células microbianas, que usam parte desta energia e carbono para a producdo de
biomassa e proliferacdo, sendo a outra parte liberada para a atmosfera em forma de CO>
ou CH4, completando assim o ciclo do carbono. A biomassa produzida representa uma
imobilizacao tempordria de energia, carbono e elementos minerais, que serao liberados
apos sua morte e decomposi¢do, tornando os elementos nutrientes disponiveis para a
absorcdo pelas raizes, para transformagdes adicionais ou para sofrer lixiviacdo no solo

(Siqueira & Franco, 1988).
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Na constituicdo da MOS, a biomassa microbiana, apesar de encontrar-se
quantitativamente reduzida, € de grande significancia, uma vez que os produtos do seu
metabolismo representam uma das principais fontes do N mineral e P para as plantas
(Jenkinson & Laad, 1981).

O efeito da MOS sobre as condigdes biologicas do solo pode ser avaliado a partir
da biomassa e atividade microbiana, pardmetros que representam uma integracao de

efeitos desta sobre as condicoes bioldgicas do solo (Bayer & Mielniczuk, 2008).

2.3 Biomassa Microbiana

O solo ¢ o ecossistema terrestre que apresenta a maior diversidade de
microrganismos, micro, macro e mesofauna, em virtude da natureza dindmica e complexa
inerente a ele (Moreira & Siqueira, 2000).

Os organismos do solo interagem intensamente com as particulas do solo e sdo
responsaveis por inimeros processos biologicos e bioquimicos essenciais para garantir a
sustentacdo do ecossistema onde vivem (Marchiori Janior & Melo, 1999),
desempenhando importante papel na manutengdo da produtividade de ecossistemas
florestais (Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008).

A biomassa microbiana, definida como a parte viva da matéria organica,
representa um importante componente ecolégico, pois atua diretamente na decomposicao
e mineralizagdo dos residuos vegetais no solo, fazendo uso destes como fonte de
nutrientes e energia para formacéo e o desenvolvimento de suas células, bem como para
a sintese de substancias organicas no solo (Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008).
Compreende, ainda, uma fonte potencial de N, P, S e outros nutrientes para as plantas
(De-Polli & Guerra, 2008).

A biodiversidade microbiana ¢ o maior indicador de qualidade do solo,
assegurando a redundancia funcional daquele habitat, garantindo sua resiliéncia. Por
exemplo, algumas condi¢bes ambientais podem inativar ou eliminar alguns grupos de
organismos enquanto outros organismos 0s substituem permitindo a execugdo de
processos fundamentais no solo (Moreira et al., 2013).

A comunidade microbiana sofre interferéncia ndo apenas pelas mudancas
resultantes de sua atividade fisiologica e metabdlica, mas também pelas interferéncias

quimicas e fisicas do meio que o circunda (Hunter-Cevera, 1998). Dependendo dos
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aspectos geograficos, geoldgicos, hidroldgicos, climaticos, faunistico e floristico e das
influéncias antropogénicas, o solo apresenta propriedades que determinam a sua
comunidade microbiana (Liesack et al., 1997).

Fatores como tipo de solo e espécie vegetal influenciam na quantidade e qualidade
dos exsudados, favorecendo ou ndo a presenca de grupos de organismos na rizosfera. As
excrecOes radiculares representam uma importante fonte de C e energia para os
microrganismos heterotroficos do solo. Assim, a diversidade da cobertura vegetal do solo
podera favorecer a diversidade microbiana, considerando que quanto maior a diversidade
vegetal, maior seré a diversidade dos compostos organicos secretados e excretados que,
consequentemente, favorecerao o crescimento de organismos com exigéncias nutricionais
mais diversas (Moreira & Siqueira, 2006; Bayer & Mielniczuk, 2008).

Conforme Cardoso et al. (2009), a manutencdo do equilibrio entre a cobertura
vegetal e os processos biogeoquimicos do solo, em floresta nativa, com solos de baixa
fertilidade natural, é mediada pelos microrganismos no solo. Seu equilibrio e manutencéao
ainda podem ser relacionados com a producdo de substancias reguladoras de crescimento
de plantas, produzidas por uma parcela significativa dos microrganismos rizosféricos
(Moreira & Siqueira, 2006).

2.4 Carbono e Nitrogénio da Biomassa Microbiana

A decomposicdo e a mineralizacdo dos residuos vegetais dependem da atividade
microbiana e por este motivo a avaliacdo da biomassa microbiana do solo (BMS) € fonte
de importantes informac6es para o entendimento da ciclagem de nutrientes (Paul & Clark,
1996).

As primeiras técnicas de quantificacdo da BMS eram realizadas através do
biovolume de todos os microrganismos presentes em uma determinada porgao do solo, a
partir de observacGes microscopicas dos microrganismos oriundos de uma amostra.
Porém era necessario conhecer as dimensdes e o nimero de cada tipo de microrganismo.
Embora 0 método da observacdo direta tenha sido pioneiro e o Unico disponivel até cerca
de trés décadas atras, apresentava dificuldades como pouca precisdo e baixo rendimento
(De-Polli & Guerra, 2008).

Sendo a biomassa microbiana estimada com base na concentragdo de algum

elemento ou substancia celular, e ndo da atividade, pode-se quantifica-la, a partir da
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concentracdo de carbono e nitrogénio microbiano. Dentre os métodos de quantificacdo do
carbono microbiano encontram-se fumigacao-incubacao (Jenkinson & Powlson, 1976),
respiracdo induzida pela adicdo de substrato (Anderson & Domsch, 1978), indice de
trifosfato adenosina (Oades & Jenkinson, 1979), fumigacéo-extracédo (Vance et al., 1987,
Sparling & West, 1988; Tate et al., 1988) e irradiacdo-extracdo (Ferreira et al., 1999).

Conforme Ferreira et al. (1999), a utilizagdo de micro-ondas para irradiagao das
amostras, em frequéncia e concentracdo de energia especificas, pode ser utilizada para
estimar os valores de C e N microbianos, de forma semelhante aos obtidos pela fumigagao
com cloroféormio, reduzindo os coeficientes de variacdo nas amostras de solo submetidas
ao procedimento de extragdo, indicando este método como o mais adequado para estimar
0o C e o N microbiano no solo. A desvantagem de métodos como a fumigagdo- e
irradiacdo-extracdo, segundo Branddo-Junior et al. (2008), estaria na necessidade da
utilizagdo de dicromato de potassio, pela sua toxicidade; e na auséncia de um analisador
automatico.

Os valores de C e N da biomassa microbiana do solo, quando associados aos
resultados da atividade microbiana e atributos quimicos, como C organico e N total,
representam valores que expressam de forma adequada a dindmica do C e N nos
ecossistemas (Monteiro & Gama-Rodrigues, 2004). A relagao C microbiano/C organico
indica qualidade da matéria organica e como a eficiéncia da transformagao do carbono do
solo em carbono microbiano, da mesma forma como a relagdo N microbiano/N total

reflete a conversdo do N do solo em N microbiano (Sparling, 1992).

2.5 Esséncias florestais leguminosas e bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico

O nitrogénio ocupa posicdo de destaque entre os elementos essenciais ao
crescimento e desenvolvimento das plantas. Sua baixa disponibilidade, dependente da
mineralizacdo da matéria organica do solo pela microbiota, o torna um nutriente limitante
ao crescimento vegetal (Bremner, 1965; Stevenson, 1982; Camargo et al., 1999).

Algumas bactérias apresentam a enzima nitrogenase, capaz de reduzir o nitrogénio
atmosférico (N2) a amoénia (NHs), forma disponivel as plantas e outros organismos. Este
processo caracteriza a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) realizada por
microrganismos diazotroficos ou fixadores de nitrogénio (Moreira & Siqueira, 2006).
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As bactérias fixadoras de N podem ser de vida livre no solo e na 4gua, associativas
ou simbiontes. Os microrganismos de vida livre necessitam um ambiente com
disponibilidade de carbono disponivel para realizacdo da FBN (Kuss, 2006); os
microrganismos associativos, também denominados endofiticos, colonizam o interior e
exterior de raizes, caules e folhas; e as simbiontes possuem capacidade de formar
estruturas especializadas denominadas de nddulos, interagindo a nivel genético,
bioquimico e fisiologico; e sdo conhecidas como bactérias noduliferas de leguminosas
(Moreira et al., 2013).

O grupo das leguminosas pertencente a familia Fabaceae, a qual é dividida em trés
subfamilias, Caesalpinoideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Lewis et al., 2005).
Apresentam atributos importantes para recuperacdo de solo, como a capacidade de
associar-se com bactérias diazotroficas, agentes da fixacdo de N atmosférico (Faria &
Franco, 2002), processo que representa a principal fonte de N para a biosfera terrestre,
além de ser relevante na ciclagem de N nas florestas tropicais (Galloway, 2008).

Em regides de clima tropical, em razdo da intensa radiacdo solar e grande
quantidade de chuva, as taxas de decomposi¢do da matéria organica do solo sdo elevadas
(Spaccini et al., 2002). Essa disponibilidade de recursos afeta significativamente a
estrutura e atividade das populac@es diazotréficas, interferindo diretamente nas taxas de
fixacdo bioldgica de nitrogénio, processo dependente da abundancia, diversidade e

distribuicdo espacial de bactérias diazotréficas (Reed et al., 2010).

2.6 Métodos de avaliagdo da diversidade de microrganismos

A diversidade de microrganismos ¢ tao vasta quanto desconhecida. Um grama de
solo pode conter 10 bilhdes de microrganismos, representando milhares de espécies
(Rosselo-Mora & Amann, 2001). O estudo da biodiversidade no solo representa
importante ferramenta na identificacdo das interagdes entre microrganismos e plantas,
esclarecendo o equilibrio das estruturas no meio em que vivem (Pereira et al., 1996).

Visando facilitar a avaliagao da densidade, diversidade e processos intermediados
pelo microrganismos do solo, alguns métodos vém sendo desenvolvidos. A exemplo, tem-
se os meios de cultivo, onde, uma vez crescidos nestes, espécies de organismos-alvo
podem ser isolados em cultura pura, onde poderdo ser distinguidas por suas caracteristicas

fenotipicas e genéticas especificas (Moreira & Siqueira, 2006).
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Para detectar a presenca de bactérias diazotroficas ndo simbiontes, utilizam-se
meios de cultivos que ndo contem nitrogénio em sua formulacao e possuem consisténcia
semi-solida como LGI, INFb e NFb (Ddbereiner et al., 1995).

Em 1985, com um grande avanco experimental, baseado no trabalho pioneiro de
Carl Woese, demonstrou-se que genes do RNA ribossomal (rRNA) poderiam ser
utilizados como ferramentas de medida de divergéncia evolutiva (Woese, 1987). A
analise direta das sequéncias dos genes rRNA 5S e 16S foi utilizada para a descri¢ao da
diversidade de microrganismos em uma amostra ambiental, sem isolamento ou cultivo
(Lane et al., 1985).

Desde entdo, vem sendo muito empregado em estudos de diversidade o
sequenciamento de genes que codificam para subunidades do RNA ribossomal. O gene
rRNA 16S possui caracteristicas fundamentais, tais como: 1) presenca de regides com
sequéncia de nucleotideos hipervariaveis entre regides conservadas; ii) presenga em todos
0s procariotos; iii) aparente auséncia de transferéncia genética lateral; e iv) tamanho
considerado satisfatorio para estudos filogenéticos; possibilitando, assim, sua utilizacdo
em estudos de ecologia (Amann & Ludwig, 2000). O gene 16S, podendo ser amplificado
pela PCR e seu produto sequenciado, ¢ um dos mais utilizados na deteccdo de relagdes
entre bactérias (Weisburg et al., 1991).

A caracterizacdo genotipica de microrganismos ocorre através de técnicas que
necessitam de quantidades de DNA adequadas, obtidas a partir da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Esta rea¢do consiste na amplificacao in vitro de fragmentos especificos
do DNA extraido, como o gene 16S, detectados com primers de sequéncia construida
para se acoplarem a regides alvo do DNA e dar inicio a amplificagdo que é conduzida
pela enzima Tagpolimerase (Moreira & Siqueira 2006). Apds a amplificacdo, os genes
sdao submetidos ao sequenciamento e analise das sequéncias obtidas.

A diversidade de informacdes de sequéncias de DNA e ferramentas de analise tém
possibilitado o desenvolvimento de novas metodologias para comparar a diversidade
microbiana em diferentes ambientes e associa-los a atributos do solo (Lambais et al.,
2005).

A comunidade de diazotrdficos cultivaveis € extremamente variada e somente
poucas bactérias foram identificadas e caracterizadas (Yanni et al.,1997). Estima-se que,
de toda a diversidade de microrganismos do solo, apenas 0,1 a 1% destes sejam

cultivaveis (Moreira & Siqueira, 2006), implicando nos estudos baseados em isolamento
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microbiolégico, que podem incluir somente uma parte minoritaria da diversidade

microbiana total.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Regioes de Estudo

As parcelas de estudo estdo localizadas na Reserva Natural da Guaricica (RNG)
(Figura 1), situada na porcdo oeste-noroeste da Baia de Antonina, no municipio de
Antonina, regido litoranea do Estado do Parand, fazendo parte da Zona de Conservacéao
da Vida Silvestre da Area de Protecio Ambiental (APA) de Guaraquecaba. A reserva
pertence a Organizacdo Ndo Governamental (ONG) Sociedade de Pesquisa em Vida
Selvagem e Educacdo Ambiental (SPVS); representa 10,33% da superficie do municipio
de Antonina. Sua &rea atual é de 8.635,90 ha e seus pontos extremos tém como
coordenadas geograficas as Latitudes 25°24" - 25°41' — Sul e as Longitudes de 48°64' -
48°74' - Oeste.

A RNG esté cercada pela Serra do Mar ao norte ¢ ao leste; ao sul pelo estuario dos
rios Cachoeira e Faisqueira; e a oeste por um trecho de planicie cruzado pelos rios Cacatu,
do Nunes, Xaxim e Curitibaiba, que também encontra o sopé da Serra do Mar (SPVS,
2005). Abrange a fitofisionomia Floresta Ombrodfila Densa ocorrendo nas formacgdes
Aluvial, das Terras Baixas e Submontana. Cada uma dessas formagoes difere entre si em
varios aspectos, como composicdo e riqueza de espécies, estratificagdo, classe de solo,
microclima, dentre outros. Como esta situada numa zona de transicdo entre o
compartimento continental da planicie litoranea e a Serra do Mar e as condigdes
edafoclimaticas sao favoraveis ao desenvolvimento vegetal, essa fitofisionomia possui a
maior diversidade e riqueza de espécies dentre as formagdes florestais da Floresta
Atlantica.

Os sitios escolhidos para a realizagdo da presente pesquisa sdo parcelas
permanentes de 1 ha cada, em formacdo submontana, situadas ao longo de trilhas
conhecidas como Corvo, Ferro e Pinheiro (Figura 1), classificadas de acordo com seu

estagio sucessional.
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Figura 1. Localizagcdo da Reserva Natural da Guaricica, Antonina-PR e localiza¢ao dos

sitios de estudo, ao longo das trilhas Corvo, Ferro e Pinheiro. Adaptado de Borgo (2010)

e SPVS (2005).



29

3.2 Caracterizacio quimica do solo

A interpretacdo dos resultados da analise de solo (Tabela 1) realizada com base na
Comissao de Quimica e Fertilidade do Solo — RS/SC (2004) demonstram que os sitios de
estudo apresentam acidez elevada, de maneira geral, independente da area e profundidade
onde o solo foi coletado, refletindo também na baixa saturacdo de bases. Os teores de P
encontram-se de baixos a altos, com os maiores valores nas camadas superiores. Os teores
de potassio demonstraram-se médios, enquanto os teores Ca e Mg encontram-se abaixo

do considerado satisfatorio.
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Tabela 1. Caracteristicas quimicas das amostras de solo coletadas nas profundidades de 0-5 e 5-10 cm, Reserva Natural da Guaricica, Antonina —

PR.

Sitio Prof. pH Al H+Al P C Ca Mg K Na T \% Cu Mn Fe Zn

CaCl, cmol dm3 mg kg* gdm3 = e cmolcdm8------------ % mg kg*
£7 0-5cm 3,42 1,94 13,19 10,87 39,42 0,49 0,58 0,15 0,06 14,47 8,87 0,70 1,20 15,75 0,20
5-10 cm 3,44 1,99 11,53 9,11 25,80 0,25 0,24 0,10 0,05 12,16 5,16 0,50 0,41 15,72 0,12
F10 0-5cm 3,57 1,67 10,97 8,66 23,10 1,09 0,60 0,20 0,07 12,94 14,92 0,80 3,84 8,04 0,27
5-10 cm 3,56 1,96 11,04 8,25 20,01 0,68 0,40 0,15 0,06 12,33 10,01 0,80 2,80 8,49 0,22
C6 0-5cm 3,19 2,96 15,66 5,32 46,01 0,16 0,31 0,11 0,06 16,31 4,01 0,20 0,15 10,83 0,16
5-10 cm 3,29 2,94 13,87 5,20 35,11 0,16 0,22 0,09 0,06 14,40 3,74 0,20 0,11 11,40 0,14
- 0-5cm 3,68 1,97 8,78 4,40 36,34 0,55 0,56 0,12 0,06 10,02 12,29 0,15 3,10 8,31 0,25
5-10 cm 3,71 2,09 8,54 2,96 23,36 0,24 0,28 0,08 0,04 9,13 6,51 0,16 1,19 8,80 0,15
P20 0-5cm 3,60 1,58 9,79 7,61 35,89 0,96 0,87 0,16 0,06 11,87 18,18 0,80 3,56 11,94 0,23
5-10 cm 3,54 1,98 10,61 9,34 30,01 0,52 0,59 0,13 0,05 11,97 12,17 0,80 2,31 12,76 0,17
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3.3 Espécies arboéreas

As espécies arboreas selecionas para a realizagao da amostragem de solo sob suas
copas foram escolhidas em funcao da representatividade nas areas de estudo ¢ a
potencialidade de fixacdo biologica de nitrogénio em simbiose com bactérias
diazotroficas. Assim, as espécies estudadas foram: Andira anthelmia (Vell.) J.F. Mach.,

Inga edulis Mart., Inga striata e Pterocarpus rorhii Vahl..

3.3.1 Epécies florestais da Familia Fabaceae (Leguminosae)

Alguns trabalhos sobre nodulacdo em leguminosas arboreas, como Faria et al.
(1986), Faria et al. (1987), Barberi et al. (1998), Grossman et al. (2005), e Canosa et al.
(2012), demonstram a importdncia de diversas espécies, como Andira anthelmia
(Vell.) J.F. Mach., Inga edulis Mart., Inga striata Benth. e Pterocarpus rorhii Vahl.na
recuperacdo de areas degradadas e no processo de restauracdo florestal. Ainda que
existam questionamentos acerca da nodulacdo de P. rohrii, existem registros do seu

potencial em formar nddulos (Canosa et al., 2012).

3.3.1.1 Andira anthelmia (Vell.) J.F. Macb.

Pertence a familia Fabaceae (Faboideae), nativa e endémica do Brasil, ocorre nos
biomas Cerrado e Mata Atlantica (Pennington, 2003).

Planta pioneira rustica, 6tima para plantios mistos destinados a recomposicdo de
areas degradadas. Semidecidua, helidfita, seletiva higréfita, caracteristica das florestas
semidecidua e pluvial. Ocorre preferencialmente em fundo de vales e encostas Umidas,
tanto no interior da floresta primaria densa como em formacGes abertas secundérias.
Apresenta dispersao ampla, porém sempre em baixa densidade populacional. Producgéo
de sementes viaveis irregular e em pequena quantidade, amplamente disseminados pela
fauna. Floresce durante os meses de outubro-novembro. Seus frutos amadurecem nos

meses de fevereiro-marco (Lorenzi, 1992).
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3.3.1.2 Inga edulis Mart.

Pertence a familia Fabaceae (Mimosoideae), nativa ndo endémica do Brasil,
ocorre nos biomas Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Pennington, 1997).

Planta semidecidua, heliofita, seletiva higréfita, pioneira, caracteristica da floresta
pluvial tropical. Ocorre principalmente em capoeiras localizadas sobre solos de baixadas
que durante o periodo chuvoso alagam-se com facilidade. Produz anualmente abundante
quantidade de sementes viaveis. Floresce durante os meses de outubro a janeiro e os frutos

amadurecem a partir do més de maio (Lorenzi, 1998).

3.3.1.3 Inga striata Benth.

Pertence a familia Fabaceae (Mimosoideae), nativa e ndo endémica do Brasil,
ocorre nos biomas Amazonia, Cerrado e Mata Atlantica (Pennington, 1997).

Vegetacdo secundaria, ocorre em florestas ombrdéfila densa, submontana e
montana e em floresta estacional. Frequentemente inicia a floracdo em outubro,
frutificando no final de fevereiro até junho. Pode apresentar mais de uma floracéo ao ano.
Ocorre ao longo da costa brasileira e penetra no continente na regido Sul/Sudeste do pais
(Pennington 1997; Garcia 1998).

3.3.1.4 Pterocarpus rorhii Vahl.

Pertence a familia Fabaceae (Papilionoideae), nativa e ndo endémica do Brasil,
ocorre nos biomas Amazdnia, Cerrado e Mata Atlantica (Rojo, 1972).

Planta pernifolia, heliéfita, anemocodrica, caracteristica da floresta pluvial da
encosta atlantica. Encontrada tanto na floresta priméaria densa como nas formacdes
secundarias. Floresce a partir de meados de outubro a dezembro. Frutificacdo ocorre

durante os meses de maio a julho (Lorenzi, 1998; Carvalho, 2008).
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CAPITULO 2 — BIOMASSA E ATIVIDADE MICROBIANA EM SOLOS SOB
ESPECIES NATIVAS LEGUMINOSAS EM AREAS DE REGENERACAO
NATURAL NA MATA ATLANTICA DO SUL DO BRASIL

RESUMO

A manutencdo da produtividade dos ecossistemas florestais depende, em grande parte, do
processo de transformacdo da matéria orgéanica do solo e consecutivamente da dindmica
da Biomassa Microbiana do Solo (BMS). Por outro lado, as caracteristicas da BMS séo
indiretamente determinadas pela propria vegetagdo florestal. Assim, é de se esperar que
a presenca de diferentes espécies florestais sobre o solo pode influenciar a BMS e a
atividade microbiana. Neste trabalho foram avaliados o conteido de C e N da biomassa
microbiana, a Respiracdo Basal do Solo (RBS) e quociente metabdlico (qCOz), a fim de
se compreender melhor as relacBes entre parametros microbioldgicos do solo e algumas
espécies leguminosas nativas da Mata Atlantica do Sul do Brasil, em areas de restauracéo
florestal. A extragdo do Carbono da Biomassa Microbiana e N microbiano foi realizada
pelo método de irradiacdo-extracdo, a RBS por incubacdo das amostras com retencéo de
CO; por NaOH e 0 qCO:> pela razéo entre RBS e CBM. Para 0 CBM e N mic, 0S maiores
valores foram observados nos solos sob as espécies Inga edulis e Andira anthelmia, na
camada de 0 a 5 cm de profundidade. RBS apresentou maiores taxas no outono, com
valores superiores na camada superficial. Menores valores obtidos para qCO2 na
primavera refletiram em maior eficiéncia da BM em utilizar o carbono disponivel para
biossintese, servindo como indicador de que, neste periodo, o ecossistema encontrava-se
mais estavel, ou seja, em estado favordvel a sua manutencdo. Quanto as espécies,
observou-se que A. anthelmia e I. edulis favoreceram o crescimento da comunidade
microbiana. A RBS com maiores taxas no outono, periodo com menor umidade, refletiu
na maior dificuldade no metabolismo microbiano, fazendo com que o solo perdesse C na
forma de CO,. Assim, conclui-se que a atividade microbioldgica do solo se mostrou
influenciada tanto pelas condic¢des climaticas como por algumas espécies arboreas.

Palavras-Chave: Biomassa microbiana do solo, carbono da biomassa microbiana,
nitrogénio microbiano, respiracdo basal do solo e quociente metabdlico.
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1 INTRODUCAO

Em diferentes condi¢des ambientais de umidade, aeracao, pH, disponibilidade de
C, N, P e S, a biomassa microbiana do solo (BMS) é variavel. A sua estimativa, em um
tempo determinado, vem sendo usada para complementar a compreenséo de avaliacfes
do fluxo de carbono e nitrogénio, da ciclagem de nutrientes e da produtividade das plantas
em diferentes ecossistemas terrestres. Tais avaliacbes servem ainda como base para
estudos de formagcé&o e ciclagem da matéria organica do solo (Roscoe et al., 2006; Gama-
Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008).

Como pardmetro ecoldgico, estudos acerca da BMS fornecem rapidamente
informacdes sobre mudancas nas propriedades organicas do solo, detectam mudangas em
razdo da devastacdo florestal, aferem a regeneracdo dos solos apds a remocao da camada
superficial, assim como avaliam os efeitos de poluentes como metais pesados, pesticidas,
entre outros (Frighetto, 2000). Assim a medi¢do da biomassa microbiana e de sua
atividade nos solos torna-se importante ferramenta na avaliacdo do estado de conservacédo
dos ecossistemas.

A BMS representa, proporcionalmente, a menor fragdo do C organico do solo,
mas se constitui como parte significativa e potencialmente mineralizavel do N disponivel
as plantas; é de rapida ciclagem; responde intensamente as flutuacGes sazonais, tendo,
assim, influéncia no ciclo global do C e N (White & Gosz, 1987).

O carbono da biomassa microbiana (CBM) representa a quantidade de C
imobilizada pela biomassa microbiana em suas células, ou seja, compreende a fragdo ativa
e biodegradavel da MOS. Sua determinacdo ajuda na identificacdo de tendéncias de
mudancas a médio e longo prazo nas fracdes de ciclagem mais lenta, refletindo, assim,
possiveis impactos ambientais (Feigl et al., 1998; Insam, 2001).

O contetido de N da massa microbiana do solo representa, em média, de 1 a 5%
do N total do solo (De-Polli & Guerra, 2008), é liberado na medida em que 0s
microrganismos morrem e sao mineralizados pela populacdo restante; assim, em solos
submetidos a estresses ambientais, a maior parte do N mineralizado pode ser de origem
microbiana (Marumoto et al., 1982).

Além da determinacdo da BMS, sdo necessarias avaliacBes de pardmetros
relativos a sua atividade para verificar o seu estado e potencial metaboélico, pois podem

haver elevadas quantidades de biomassa no entanto inativas (Totola & Chaer, 2002).
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A participacdo dos microrganismos na decomposicdo aerobia da MOS
compreende a principal fonte superficial do solo de CO.. Este processo é conhecido como
respiracdo do solo (Moreira & Siqueira, 2006) e pode ser avaliada pelo método da
Respiracdo Basal do Solo (RBS), ou seja, liberacdo de C-CO2 em amostras coletadas no
campo, onde a quantidade de carbono liberado serve com um indicativo do carbono labil
ou prontamente metabolizavel do solo (Doran & Parkin, 1996).

A razdo entre o CO; evoluido e o reservatorio CBM fornece o quociente
metabolico (qCO,). Este parametro, que refere-se a quantidade de CO; incorporada por
grama de biomassa em um determinado tempo, reflete o estado metabdlico dos
microrganismos, podendo ser indicador de estresse ou estabilidade do ecossistema. Sua
proposicdo teve como objetivo avaliar os efeitos antropogénicos e ambientais sobre a
atividade microbiana no solo e assim poder indicar o grau de desenvolvimento e
reabilitagdo de um ecossistema (Anderson & Domsch, 1993; De-Polli & Guerra, 1997).

Como a BMS apresenta estreita relacdo com a matéria organica adicionada sobre
0 solo (Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008), a hipdtese deste trabalho € de que a
presenca de diferentes espécies florestais sobre o solo pode atuar sobre a BMS e sua
atividade nos sitios avaliados. Em trabalho anterior (Miller, 2012) com apenas duas
espécies em estudo, esta hipotese ndo foi confirmada. Aqui, buscou-se ampliar o nimero
de sitios e espécies florestais em estudo, sendo avaliados o contetido de C e N da biomassa
microbiana, associando-0s aos parametros microbioldgicos de Respiracdo Basal do Solo
e quociente metabdlico, a fim de observar se ha relacdo entre a microbiota e as espécies

leguminosas nativas em areas de Mata Atlantica no Sul do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Clima na area no periodo de estudo

A amostragem de solo foi realizada na primeira quinzena dos meses de abril

(outono) e outubro (primavera) do ano de 2015, com precipitagdo acumulada e

temperaturas médias conforme Figura 1.
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Figura 1. Dados de precipitacdo acumulada e temperaturas em Antonina, PR (I refere-se
as médias de precipitacdo da primeira quinzena do més e Il refere-se as médias de

precipitacdo da segunda quinzena do més). Fonte de dados: Simepar (2015).
2.2 Coletas de solo e acondicionamento das amostras

Foram definidos dois pontos de coleta na projecdo da copa das arvores, entre 1 e 2
metros do tronco. Nestes pontos, foi retirada a serapilheira depositada e, com auxilio de
pa cortadeira, retirou-se um mondlito de solo de onde foram extraidas as amostras de solo
nas profundidades de 0-5 e 5-10 cm. As duas amostras de solo, de cada camada, foram
agrupadas em uma Unica amostra composta por profundidade e por arvore.

Os solos foram coletados sob 12 individuos de Andira anthelmia, 12 individuos
de Pterocarpus rohrii, 10 individuos de Inga edulis e oito individuos de Inga striata, em

duas profundidades, totalizando 84 amostras.
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As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Biogeoquimica, onde ficaram

acondicionadas a temperatura de 5°C por sete dias.

2.3 Determinacéo do peso seco do solo

O peso seco foi determinado em duplicatas das amostras de solo, pelo método de

secagem em estufa a 105°C até peso constante.

2.4 Determinacdo do Carbono da Biomassa Microbiana (CBM) e Nitrogénio
microbiano (Nmic) do Solo

As analises foram realizadas no Laboratdrio de Biogeoquimica do Departamento
de Solos e Engenharia Agricola da Universidade Federal do Parana.

No laboratério, as amostras foram peneiradas em malha de 2 mm, retirando-se 0s
fragmentos de animais e vegetais por meio de catacao.

A extracdo do Carbono da Biomassa Microbiana do solo e do Nitrogénio
microbiano foram realizadas pelo método de irradiagdo-extracdo, por ser o mais indicado
para solos acidos e com elevados teores de matéria organica. Para cada amostra, foram
pesadas duas aliquotas de 40g de solo e colocadas em frascos plasticos de 200 mL. Em
seguida, uma das aliquotas foi irradiada em forno micro-ondas marca Sanyo Prosdécimo,
modelo EM 9003 B, tenséo de alimentacdo 120 V (60 Hz), frequéncia de micro-ondas de
2.450 MHz e concentracdo de energia 1,35 kW, durante 120 segundos.

Apbs a irradiacdo, foram adicionados a todos os frascos 50 mL de K2SO4 0,5 mol
L (Vance et al., 1987), sequido de agitacdo por 30 minutos em agitador orbital a 220
rpm. Apos a decantacdo do solo, retirou-se o sobrenadante passando-o em filtro de papel
acoplado a um funil e frasco para acondicionar as solugdes.

O CBM e Nmic foram determinados no Analisador Elementar vario TOC cube
(Figura 2). O calculo do C da biomassa microbiana do solo foi dado pela diferenga de C
encontrado na amostra irradiada e o C recuperado na amostra nao irradiada, aplicando o

fator de correcdo de 0,45 (De-Polli & Guerra, 1996), representados na seguinte equacao:

CBM = (CFI - CNFI) / Kc = mg C kg de solo
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em que CBM= carbono presente na biomassa microbiana do solo; CFI = carbono presente
na amostra irradiada; CNFI = carbono presente na amostra nédo irradiada; Kc = fator de

correcao.

O célculo do conteddo de N microbiano do solo foi dado pelo fluxo obtido da
diferenga entre a quantidade de N total recuperado no extrato da amostra irradiada e o
recuperado da amostra nao irradiada, aplicando o fator de correcéo de 0,54 (De-Polli &

Guerra, 2008), representados na seguinte equacao:

Nmic (Mg kgH)= FNt . kn'*

Onde Nmic= nitrogénio microbiano do solo; FNt= diferenga entre quantidades de N

obtidas nas amostras irradiada e ndo irradida; kn= fator de corregéo.

Figura 2. Colocacdo dos extratos irradiados e ndo irradiados para determinagédo do CBM

e Nmic (A) e equipamento em funcionamento (B).
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2.5 Determinacéo da Respiracao Basal do Solo (RBS)

A determinacgdo da respiracdo basal do solo seguiu a metodologia de incubacéo
das amostras com retencdo de CO2 por NaOH 1 mol L (Jenkinson & Powlson, 1976).
Pesou-se 50 g de solo, previamente peneirados em malha de 2 mm, em potes de 600 mL;
posteriormente foi colocado um recipiente contendo 10 mL de NaOH 1 mol L™ e um tubo
de ensaio contendo 10 mL de agua deionizada, a fim de manter a umidade das amostras
durante o periodo de incubacdo. Os potes foram fechados hermeticamente para que nédo
houvesse entrada de CO> do ar externo ou fuga do CO> internamente produzido. Foram
preparados seis frascos controle (branco), contendo apenas a solucdo de NaOH e agua
deionizada. Apds preparo das amostras, incubou-se a temperatura constante de 25°C
durante 10 dias (Figura 3).

Apobs o periodo de incubacdo foram retirados os frascos contendo NaOH, e
imediatamente adicionados 2 mL de BaCly, afim de completar a precipitacdo do CO..
Logo apos, titulou-se esta solu¢do com HCI 0,5 mol L, utilizando-se como indicador

uma solucéo de fenolftaleina 1%.

Figura 3. Incubacéo das amostras (A), amostra apds periodo de incubacgéo (B) e titulacdo
do NaOH (C).

O célculo da RBS ¢€ representado na seguinte equacao:
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((Vb-Va).M.6.1000)/Ps)
T

em que RBS= carbono oriundo da respiracdo basal do solo; Vb (mL) = volume do acido

RBS =

cloridrico gasto na titulacdo da amostra em branco; Va (mL) = volume do &cido cloridrico
gasto na titulagdo da amostra; M= molaridade exata do HCI; Ps (g) = massa de solo seco
e T=tempo de incubagéo da amostra em horas.

2.6 Quociente Metabdlico (qCO2)

O quociente metabolico foi calculado pela raz&o entre a respiragdo basal do solo
por unidade de carbono da biomassa microbiana do solo. O calculo do qCO2 da respiracédo
basal do solo é:

RBS (mg C-CO2.kg* solo h™)
qCO; =

CBM (mg C.kg* solo) 1073

Onde, qCO2 (quociente metabolico), CBM (concentracdo de carbono da
biomassa) e RBS (respiracao basal).

2.7 Analises estatisticas

Foi adotado o delineamento inteiramente casualisado, sendo os tratamentos
representados pelas espécies em estudo e as repeti¢oes pelo numero de individuos sob os
quais foram realizadas as coletas de solo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre
as médias foram asseguradas pelo teste de Tukey (5% de probabilidade).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Carbono da Biomassa Microbiana

O Carbono da Biomassa Microbiana, nas duas estagdes estudadas, ndo apresentou
diferencas entre as espécies (Tabela 1 e 2), porém, ao considerar as profundidades
coletadas, verificou-se que no outono, sob Andira anthelmia e Inga edulis a biomassa
microbiana foi maior, com valores de 40,34 e 38,26 mg C kg de solo nas camadas
superficiais, e na camada de 5 a 10 cm, valores de 23,30 e 23,61 mg C kg (Figura 4).

Esta estimativa da biomassa microbiana serve como um indicador bioldgico dos
niveis da matéria organica do solo (Mele & Carter, 1993; Gama-Rodrigues, 1999) e

somado a isso, a incorporacdo de C pela microbiota do solo.

Tabela 1. Valores médios de CBM sob espécies leguminosas em diferentes profundidades

no outono e primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

CBM (mg C kg de solo)

Espécie Outono Primavera
Andira anthelmia 31,82a 278,67 a
Inga edulis 30,92 a 264,59 a
Inga striata 25,89 a 285,86 a
Pterocarpus rohrii 3392a 306,67 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2. Valores médios de CBM sob espécies leguminosas nas profundidades de 0 a 5

e 5a 10 cm na primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

CBM (mg C kg de solo)

Espécie

0-5 5-10
Andira anthelmia 251,69 a 275,75 a
Inga edulis 273,82 a 255,37 a
Inga striata 283,96 a 287,76 a
Pterocarpus rohrii 319,24 a 294,10 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 4. Valores médios de CBM sob espécies leguminosas nas profundidades de 0 a 5

e 5 a 10 cm no outono. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

Ao comparar as duas estagdes observa-se valores muito superiores na primavera
comparativamente ao outono (Figura 5). Tais resultados vao de encontro ao estudo de
Silva et al. (2012), onde foi observado maiores valores para CBM em periodo Umido em

floresta secundaria da Mata Atlantica, no estado do Rio de Janeiro.

300

Outono Primavera

Figura 5. Valores médios de CBM nas diferentes estacdes avaliadas, sob espécies
leguminosas. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.
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O aumento do carbono da biomassa microbiana na primavera pode ser relacionado
as melhores condicBes climéaticas para o crescimento de microrganismos, além do
aumento da disponibilidade de nutrientes em decorréncia da maior decomposi¢cdo da
matéria organica (Gama-Rodrigues et al., 2005). Parte da BMS morre nos periodos mais
secos e com a retomada das chuvas, e consequente aumento da umidade do solo, a
biomassa sobrevivente faz uso da MO acumulada no periodo anterior, inclusive células
de BM morta, promovendo, assim, maior atividade microbiana nos periodos de maior
pluviosidade (Piao et al., 2000).

As variagOes relatadas neste estudo vao de encontro ao que foi verificado por
Diaz-Ravifia e colaboradores (1995), onde a sazonalidade influenciou as flutuac6es da

populacdo microbiana em ecossistemas florestais.

3.2 Nitrogénio microbiano

Avaliando os teores de nitrogénio microbiano no outono, é possivel observar a
distingdo quanto as espécies sob as areas de coleta, onde, sob Inga edulis e Andira
anthelmia observam-se os maiores valores de N mic, da ordem de 5,29 e 5,66 mg Nmic
kg™ de solo, seguidas por Pterocarpus rohrii e Inga striata com 4,16 e 2,25 mg Nmic Kg"
! de solo, respectivamente. Na primavera também foram identificadas diferencas nos
valores de Nmic entre espécies, mas aquela que superou as demais foi P. rorhii (Tabela 3).
E os valores absolutos na primavera foram superiores aqueles do outono, o que confere
funcdo de reserva a biomassa microbiana, nesta estacéo, acumulando maiores quantidades
de nutrientes (Gama-Rodrigues, 1999).

Ao comparar as profundidades avaliadas, ndo encontraram-se grandes variacfes
nos valores de N microbiano. Apenas para Andira anthelmia foi observado distingdes,
com valores superiores na camada superficial em relacdo a camada de 5 a 10 cm (Tabela
4). No entanto, observa-se uma tendéncia de maiores teores de Nmic, Sob todas as espécies,
na profundidade de 0 a 5 cm. Isso evidencia que nas camadas superficiais pode ocorrer
maior aporte de N proveniente dos exsudatos de raizes e de residuos vegetais na superficie
do solo que sdo imobilizados pela microbiota do solo (Cheng & Johnson, 1998). As
estaveis propriedades fisico-quimicas da rizosfera, decorrentes do fornecimento constante
de substratos orgéanicos e fatores de crescimento pelas plantas, favorecem intensa

atividade metabolica dos microrganismos associados, influenciando direta e
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positivamente o tempo de geracdo microbiano (Moreira & Siqueira, 2002). Este aumento
reflete diretamente no enriguecimento dos niveis de nitrogénio da biomassa microbiana
no solo.

Tabela 3. Valores médios de N mic sob espécies leguminosas no outono e primavera.
Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

N mic (Mg Nmic kg* de solo)

Espécie
Outono Primavera
Andira anthelmia 5,66 a 46,11 b
Inga edulis 529 a 47,55 ab
Inga striata 2,25b 51,74 ab
Pterocarpus rohrii 4,16 ab 55,67 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. Valores médios de N mic sob espécies leguminosas nas profundidades de 0 a 5

e 5a 10 cm no outono e primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

N mic (mg Nmic kg* de solo)

Espécie Outono Primavera
0-5 5-10 0-5 5-10
Andira anthelmia 7,57 a 3,74 b 49,59 a 42,63 a
Inga edulis 6,18 a 4,40 a 46,69 a 48,41 a
Inga striata 2,48 a 2,02a 51,88 a 51,60 a
Pterocarpus rohrii 4,04 a 2,28 a 58,46 a 52,88 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Foram identificadas interacGes entre os fatores estacdo e espécie, onde nota-se
auséncia de diferencas entre espécies no outono, mas oberva-se valores superiores de

Nmic no solos sob P. rorhii na primavera (Tabela 5).
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Tabela 5. Interacdo dos fatores estacdo X espécie - N mic do Solo sob espécies

leguminosas. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

N mic (Mg Nmic kg* de solo)

Espécie )
Outono Primavera
Andira anthelmia 5,66 bA 46,11 aB
Inga edulis 5,29 bA 47,55 aB
Inga striata 2,25 bA 51,74 aAB
Pterocarpus rohrii 4,16 bA 55,67 aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. Comparag@es nas colunas sdo representadas por letras mailsculas; e nas

linhas por letras minGsculas.

Em estudos sob plantios de eucalipto, Gama-Rodrigues et al. (2005), atribuem ao
aumento da precipitagdo pluviométrica o aumento nos teores de N microbiano, nas
estacGes mais chuvosas, 0 que poderia ser interpretado como resultante da maior taxa de
decomposicdo da matéria organica, reduzindo, temporariamente, 0 N microbiano e
aumentando do N mineral.

Os maiores valores de nitrogénio da biomassa microbiana na primavera indicam
que, neste periodo, o reservatorio de N fica maior; e menores serdo as perdas de N para o
sistema e maior sera a fracdo labil da matéria organica prontamente disponivel no solo.
Menores valores no outono refletem a menor populagéo microbiana, desta forma, com a
morte de parte da BM, o N incorporado em suas células foi liberado no solo e
mineralizado pelo restante da biomassa, liberando os nutrientes imobilizados.

A imobilizacdo, por ser um processo temporario, torna a biomassa microbiana
uma importante fragdo do N potencialmente mineralizvel. Dessa forma, quanto maiores
os teores de N da biomassa microbiana, mais rapida sera sua reciclagem (Cochran et al.,
1988; Anderson, 2003).

A relacdo C:N microbiana pode ser usada como indice para expressar a eficiéncia
da biomassa em imobilizar C ou N, refletindo a qualidade da matéria organica do solo
(Gama-Rodrigues & Gama-Rodrigues, 2008). Conforme Smith & Paul (1990) o valor de
referéncia da relagdo C:N microbiano em floresta seria de 5. Portanto, os valores médios
encontrados neste estudo, entre 6 e 7, na primavera (Figura 6), superam o esperado para
esse tipo de ecossistema. Loureiro (2012) ao avaliar solos de uma toposequéncia sob

vegetacdo natural, em relevo semelhante ao do presente estudo, encontrou valores médios
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de C:N microbiano de 6,7 na estagdo chuvosa e 1,3 em época de seca, creditando as
diferencas entre esses valores a precipitacdo pluviométrica, que promoveria maior

acumulo de CBM.

350

300

——CBM
150 Nmic

Outono Primavera

Figura 6. Valores medios de Carbono e Nitrogénio da Biomassa Microbiana no outono e
primavera, sob espécies leguminosas. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

3.3 Respiracédo Basal do Solo

Ap06s 10 dias de incubacdo, a Respiracao Basal do Solo ndo apresentou-se distinta
sob as espécies em estudo (Tabela 6), encontrando-se valores entre 0,95 e 1,16 mg de C-
CO2 kgt solo hora™ no outono e 0,83 e 1,10 mg de C-CO2 kg™ solo hora™* na primavera.
Valores semelhantes foram encontrados por Borges et al. (2009) avaliando a atividade

microbiana em solos sob floresta semidecidua do Mato Grosso do Sul.

Tabela 6. Valores médios de Respiracdo Basal do Solo sob espécies leguminosas no

outono e primavera. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

RBS (mg de C-COz2 kg'* solo hora™)

Espécie
Outono Primavera
Andira anthelmia 1,00 a 0,90 a
Inga edulis 0,98 a 1,10 a
Inga striata 0,95 a 1,05a
Pterocarpus rohrii 1,16 a 0,83 a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Ao avaliar o comportamento do processo de respiracdo do solo, é possivel
observar diferencas na atividade microbiana entre as profundidades, onde a camada de 0
a 5 cm superou as taxas de CO liberados, comparativamente a camada de 5 a 10 cm.
Estes resultados podem ser verificados tanto no outono quanto na primavera,
considerando apenas as profundidades (Tabela 7). A quantidade de CO- liberada pela
respiracdo dos microrganismos € um dos métodos mais tradicionais e mais utilizados para
avaliar a atividade metabolica da populacdo microbiana do solo (Zibilske, 1994).

Segundo Insam e Domsch (1988), a medida que uma determinada biomassa
microbiana se torna mais eficiente, menos carbono é perdido como CO> pela respiragdo
e uma frag&o significativamente de carbono é incorporada & BM. Assim, estes resultados
sugerem que estas areas apresentam uma biomassa microbiana eficiente.

Chaer e Totola (2007), em estudo sobre impacto do manejo de residuos em
plantios de eucalipto, encontraram, sob area de vegetacdo natural de mata secundaria
valores de liberacio de CO2 de 1,221 e 0,696 mg de C-CO. kg* solo hora? nas
profundidades de 0 a5 e 5 a 20 cm, respectivamente.

Ao aplicar o teste de interacdo, através de andlise fatorial, encontrou-se efeito de
interacdo entre os fatores profundidade e espécie, no outono e primavera. No entanto,
avaliando as médias, estas ndo apresenta diferencas significativas (Tabela 7).

O desenvolvimento e atividade dos grupos de microrganismos podem sofrer
alteracdes em funcdo das condi¢cGes ambientais. Dentre estas varidveis destacam-se a
precipitacdo e temperatura como maiores interferentes sobre a microbiota (Gama-
Rodrigues, 1999).
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Tabela 7. Interacdo dos fatores profundidade x espécie - Respiragdo Basal do Solo sob
espeécies leguminosas nas profundidades de 0 a5 e 5 a 10 cm no outono e primavera

Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

RBS (mg de C-CO2 kg* solo hora')

Espeécie Outono Primavera
0-5 5-10 0-5 5-10
Andira anthelmia 1,18 aA 0,64 bA 1,54 aA 0,83 bA
Inga edulis 1,16 aA 0,89 bA 1,31 aA 0,80 bA
Inga striata 1,14 aA 0,81 bA 1,29 aA 0,76 bA
Pterocarpus rohrii 1,36 aA 0,59 bA 1,07 aA 0,99 bA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. Comparac¢@es nas colunas sao representadas por letras maidsculas; e nas

linhas por letras mindsculas.

Considerando que na primavera a precipitacdo foi maior, comparativamente ao
outono (Simepar, 2015), pode-se atribuir as menores taxas de respiracdo do solo neste
periodo a este fator. Gama-Rodrigues et al. (2005), estudando atributos microbiol6gicos
em plantagdes de eucalipto observou que em periodos finais de seca a liberacdo de CO-
pela atividade microbiana era maior em relacdo aos periodos iniciais de chuva. O mesmo
comportamento foi observado por Silva et al. (2016), em que maior taxa de respiracdo
ocorreu nos periodos mais secos.

Quando comparados os solos sob as diferentes espécies nas diferentes
profundidades, observou-se que apenas os valores médios sob Inga edulis ndo
apresentaram diferenca relevante entre elas (Figura 7). Enquanto, quando as estacdes sdo
consideradas, todas as espécies apresentaram maior respiracao no outono (Figura 8).

Facci (2008), avaliando o efeito da estacdo e profundidade em mata nativa,
também obteve diferencas entre as profundidades de coleta, onde as taxas de liberagéo de
CO- decresceram de acordo com a profundidade; no entanto, quanto as estagdes, ndo foi
possivel verificar essa diferenciacdo, assim como Pefia et al. (2005) ao utilizar a
respiracdo do solo como indicador microbioldgico em areas de recuperacdo em floresta

no litoral paranaense, em estagdes climaticas semelhantes as deste estudo.
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Figura 7. Valores médios de Respiracdo Basal do Solo nas diferentes profundidades.
Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. Comparagdes entre estacoes.
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Figura 8. Valores médios de Respiracdo Basal do Solo no outono e primavera. Reserva
Natural da Guaricica, Antonina — PR. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Comparac0es entre estagdes.
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A medida da respiracéo do solo é bastante variavel e dependente, principalmente,
da disponibilidade do substrato, umidade e temperatura. Os microrganismos respondem
rapidamente a mudancas nas condic¢des do solo apos longos periodos de baixa atividade.
Por exemplo, poucos minutos em seguida ao reumedecimento do solo ocorre aumento na
respiracdo e mineralizagdo do C e do N da matéria organica do solo (Brookes, 1995).
Desta forma, pode-se creditar as maiores taxas de respira¢cdo na camada mais superficial

por esta apresentar maior sensibilidade as alteracdes externas ao ecossistema solo.

3.4 Quociente Metabdlico

A utilizacdo do quociente metabolico (qCO.), como indicador tem suporte na
teoria de sucessao ecologica, proposta por Odum (1969) e é representada pela relacédo
entre RBS e BMS ou CBM (Anderson & Domsch, 1985). De acordo com a teoria, o valor
de qCO: sofre reducdo durante a sucessao ou aumento da maturidade do solo, podendo
ser utilizada na quantificacdo mais clara da atividade microbiana no solo (Insam &
Domsch, 1988).

Para o quociente metabodlico, da mesma forma que observado para RBS, em ambas
profundidades, os valores foram superiores no outono, em comparagdo a primavera
(Tabela 8). Estes dados indicam que neste periodo houve maior direcionamento da
energia para a manutencdo da biomassa microbiana em detrimento ao crescimento
populacional, de maneira que uma parte do CBM fosse pedida como COx.

Conforme Gama-Rodrigues (1999) os valores mais baixos, encontrados na
primavera, demonstram melhores condices ao desenvolvimento da biomassa
microbiana, pois esta incorporou quantidades mais elevadas de carbono organico,
reduzindo as perdas de CO; para a atmosfera.

Ao avaliar as profundidades, observa-se uma tendéncia de maiores valores de
CBM e RBS na profundidade de 0-5 cm, refletindo nos valores reduzidos de gCO- nesta
camada, com excecdo das amostras sob I. striata. Cardoso et al. (2009), avaliando
qualidade do solo sob floresta nativa do Pantanal, encontrou a mesma tendéncia de
maiores valores de CBM e RBS, bem como, menores valores de gCO», na camada mais
superficial do solo, onde a populagdo microbiana demonstra-se ser mais ativa nos

processos de decomposic¢ao e mineralizagcdo de nutrientes.
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Tabela 8. Valores médios do Quociente Metabdlico sob espécies leguminosas no outono

e primavera, na profundidade de 0 a 5 e 5 a 10 cm. Reserva Natural da Guaricica,

Antonina — PR,
gCO2
Espécie 0-5 5-10
Outono Primavera Outono  Primavera
Andira anthelmia 0,032a 0,005b 0,044a  0,005b
Inga edulis 0,032a 0,005b 0,035a 0,004 b
Inga striata 0,057a 0,004 b 0,033a 0,003 b
Pterocarpus rohrii 0,042a 0,039 b 0,043 a 0,003 b

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

4 CONCLUSOES
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Na primavera os valores de Carbono e Nitrogénio da biomassa microbiana
apresentaram-se mais elevados, indicando que neste periodo a microbiota encontrava-se
em estado favoravel a sua manutencao.

As espécie que mostraram-se mais favoraveis ao crescimento da populacéo
microbiana foram Inga edulis e Andira anthelmia.

O metabolismo microbiano, no outono, apresentou maior dificuldade, fazendo
com que o ecossistema solo perdesse C na forma de CO,. Quando a umidade aumentou
na primavera, somada as temperaturas ideais para o desenvolvimento, a comunidade
microbiana retornou a atividade sem grandes perdas e maior efetividade no crescimento
e manutencao.

Menores valores obtidos para qCO2 na primavera refletiram a maior eficiéncia da
biomassa microbiana em utilizar o carbono disponivel para biossintese, servindo como
indicador de que, neste periodo, o ecossistema encontrava-se mais estavel.

Assim, conclui-se que a atividade microbioldgica do solo se mostrou influenciada

tanto pelas condicdes climaticas como por algumas espécies arboreas.

5 LITERATURA CITADA



63

ANDERSON, T.H. Microbial eco-physiological indicators to asses soil quality.
Agriculture Ecosystens & Environment, v.98, p.285- 293, 2003.

ANDERSON, T.H.; DOMSCH, K.H. The metabolic quotient for CO; as specific activity
parameter to assess the effects on environmental conditions, such pH, on the microbial
biomass, of forest soils. Soil Biology and Biochemistry, v.25, p.393-295, 1993.

BORGES, C.D.; MERCANTE, F.M.; SALTON, J.C.; CARVALHO, E.M. Biomassa
microbiana do solo em fitofisionomias no sul de Mato Grosso do Sul. Ensaios e Ciéncia:
C. Biologicas, Agrarias e da Saude, v. 13, p. 51-62, 2009.

BROOKES, D. C. The use of microbial parameters in monitoring soil pollution by heavy
metals. Biology and Fertility of Soils, Berlin, v. 19, p. 269-279, 1995.

CARDOSO, E.L.; SILVA, M.L.N.; MOREIRA, F.M.S.; CURI, N. Atributos biologicos
indicadores da qualidade do solo em pastagem cultivada e nativa no Pantanal. Pesq.
Agropec. Bras., v. 44, p. 631-637, 20009.

CHAER, G.M.; TOTOLA, M.R. Impacto do manejo de residuos organicos durante a
reforma plantios eucalipto sobre indicadores qualidade solo. Revista Brasileira de Ciéncia
do Solo, v.31, p.1381-1396, 2007.

CHENG, W.; JOHNSON, D.W. Elevated CO, rhizosphere processes, and soil organic
matter decomposition. Plant and Soil, v.202, p.167-174, 1998.

COCHRAN, V.L.; HORTON, K.A.; COLE, C.V. An estimation of microbial death rate
and limitations of N or C during wheat straw decomposition. Soil Biology and
Biochemistry, v.20, p.293-298, 1988.

D’ANDREIA, A.F.; SILVA, M.LN.; CURI N.; SIQUEIRA, J.O.; CARNEIRO, M.A.C.
Atributos bioldgicos indicadores da qualidade do solo em sistemas manejo na regido do
cerrado no Sul do Estado de Goias. R. Bras. Ci Solo, v. 26, p. 913-923, 2002.



64

DE-POLLI, H.; GUERRA, J. G. M. Biomassa microbiana: Perspectiva para 0 seu uso e
manejo do solo. In: ALVAREZ, V. H.; FONTES, L. E. F.; FONTES, E. M. P. F., (Ed.).
O Solo nos grandes dominios morfoclima- ticos do Brasil e o desenvolvimento
sustentado. Campinas: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo; Vicosa: Universidade
Federal de Vigosa, 1996. p. 551-564.

DE-POLLI, H.; GUERRA, J. G. M. Determinacdo do carbono da biomassa microbiana
do solo: método de fumigacao-extracdo. Seropédica: Embrapa-CNPAB, 1997. 10 p.
(Embrapa- CNPAB. Documentos, 37).

DE-POLLI, H.; GUERRA, J.G.M.. Carbono, nitrogénio e fosforo na biomassa
microbiana do solo. In: SANTOS, G.A.; SILVA, L.S.; CANELLAS, L.P.; CAMARGO,
F.A.O. (Eds). Fundamentos da matéria organica — Ecossistemas tropicais e subtropicais.

2.ed. Porto Alegre: Metropole, 2008. 645p.

DIAZ-RAVINA, M.; ACEA, M.J. & CARBALLAS, T. Seasonal changes in microbial
biomass and nutrient flush in forest soils. Biol. Fert. Soils, v.19, p.220-226, 1995.

DORAN, J.W. & PARKIN, T.B. Quantitative indicators of soil quality: a minimum data
set. In: DORAN, J.W & JONES, A.J., eds. Methods for assessing soil quality. Madison:
SSSA, Soil Sci. Soc. America, 1996. p.25-37. (SSSA Special Publication, 49)

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA — EMBRAPA. Centro
Nacional de Pesquisa de solo. Manual de Métodos de andlise de Solo. 2. ed. Rio de

Janeiro: Embrapa Solos, 1997.

FALL, D.; DIOUF, D.; ZOUBEIROU, A. M.; BAKHOUM, N.; FAYE, A.; SALL, S. N.
Effect of distance and depth on microbial biomass and mineral nitrogen content under
Acacia Senegal (L.) Willd. Trees. Journal of Environmental Management, v. 95, p. 260-
264, 2012.



65

FEIGL, B.J.; SPARLING, G.P.; ROSS, D.J. et al. Soil microbial biomass in Amazonian
soils: evaluation of methods and estimates of pool sizes. Soil Bio. & Bioch., v. 27, p.
1467-1472,1998.

FERREIRA, A.S.; CAMARGO, F.A.O.; VIDOR, C. Utilizagdio de microondas para
avaliagdo da biomassa microbiana do solo. R. Bras. Ci.Solo, Vigosa, v. 23, p. 991-996,

1999.

FRIGHETTO, R.T.S. XVII. Anélise da biomassa microbiana em carbono: método de
fumigacéo extragdo. In: FRIGHETTO, R.T.S., VALARINI, P.J. (Coords). Indicadores
bioldgicos e bioquimicos da qualidade do solo. Jaguariina: Embrapa Meio Ambiente,
2000. p.157-166. (Embrapa Meio Ambiente. Documentos, 21).

GAMA-RODRIGUES, E.F.; BARROS, N.F.; GAMA-RODRIGUES, A.C.; SANTOS,
G.A. Nitrogénio, Carbono e atividade da biomassa microbiana do solo em plantac6es de
eucalipto. R. Bras. Ci. Solo, v. 29, p. 893-901, 2005.

GAMA-RODRIGUES, E. F. Biomassa microbiana e ciclagem de nutrientes. In:
SANTOS, G. A.; CAMARGQO, F. A. (Ed). Fundamentos da matéria organica do solo:
ecossistemas tropicais e subtropicais. Porto Alegre: Génesis, 1999. p. 227-243.

GAMA-RODRIGUES, E.F.; GAMA-RODRIGUES, A.C. Biomassa microbiana e
ciclagem de nutrientes. In: SANTOS, G.A.; SILVA, L.S.; CANELLAS, L.P;
CAMARGO, F.A.O. (Eds). Fundamentos da matéria organica — Ecossistemas tropicais e
subtropicais. 2.ed. Porto Alegre: Metropole, 2008. 645p.

INSAM, H. Developments in soil microbiology since the mid 1960s. Geoderma, v. 100,
n. 3, p. 389-402, 2001.

INSAM, H.; DOMSCH, K. H. Relationship between soil organic carbon and microbial
biomass on chronosequences of reclamation sites. Microbial Ecology, v. 15, n. 4, p. 177-
188, 1988.



66

LOUREIRO, D.C. Biomassa microbiana do solo na Amaz6nia, Mata Atlantica e
Antartica. 97 f. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro, Seropeédica, 2012,

MARUMOTO, T.; ANDERSON, J.P.E. & DOMSCH, K.H. Mineralization of nutrients
from soil microbial biomass. Soil Biol. Biochem., v.14, p. 469-475, 1982.

MELE, P.M. & CARTER, M.R. Effect of climatic factors on the use of microbial biomass
as an indicator of changes in soil organic matter. In: MULONGOY, K. & MERCKX, R.
Soil organic matter dynamics and sustainability of tropical agriculture. Chichester, Jonh
Wiley, 1993. 392p.

MOREIRA, F.M.S. & SIQUEIRA, J.0. Microbiologia e Bioquimica do Solo.
Lavras: Editora UFLA, 2002.

MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.0. Microbiologia e Bioquimica do Solo. 2.ed. Lavras:
UFLA, 2006. 729p.

ODUM, E. P. Trends expected in stressed ecosystems. BioScience, Londres, v. 35, p.
419-422, 1985.

PENA, M.L.P.; MARQUES, R.; JAHNEL, M.C.; ANJOS, A.A. Respiracdo microbiana
como indicador da qualidade do solo em ecossistema florestal. Floresta, v. 35, p. 117-
126, 2005.

PIAO, H. C.; HONG, Y. T.; YUAN, Z. Y. Seasonal changes of microbial biomass carbon
related to climatic factors in soil from Karst areas of southwest China. Biology and
Fertility of Soils, Berlim, v. 30, n. 4, p. 294- 297, 2000.

ROSCOE, R.; MERCANTE, F. M.; SALTON, J. C. Dindmica da matéra organica do solo
em sistemas conservacionistas: modelagem matematica e métodos auxiliares. In:
ROSCOE, R.; MERCANTE, F. M.; MENDES, I. C.; REIS JUNIOR, F. B.; SANTOS, J.



67

C. F.; HUNGRIA, M. (eds). Biomassa microbiana do solo: fracdo organica mais ativa da

matéria organica. Embrapa, 2006, p.163-198.

SAVIOZZI, A.; BUFALINO, P.; LEVI-MINZI, R.; RIFFALD, R. Biochemical activities
in a degraded soil restored by two amendments: a laboratory study. Biology & Fertility
of Soils, Berlin, v. 35, p. 96-101, 2002.

SILVA, C. F. PEREIRA, M.G.; MIGUEL, D.L.; FEITORA, J.C.F.; LOSS, A,
MENEZES, E.G.; SILVA, E.M.R. Carbono orgéanico total, biomassa microbiana e
atividade enzimatica do solo de areas agricolas, florestais e pastagem no médio Vale do
Paraiba do Sul (RJ). Rev. Bras. Ciénc. Solo: Vicosa, v. 36, n. 6, p. 1680-1689, 2012.

SILVA, E. E;;AZEVEDO,P.H.S.; DE-POLLI, H. Determinagdo da respiragdo basal
(RBS) e quociente metabdlico do solo (qCO.). Seropédica: Embrapa Agrobiologia, 2007.

4p. (Comunicado Técnico, 99)

SILVA, E. E.;;AZEVEDO,P.H.S.; DE-POLLI, H. Determinagdo do carbono da biomassa
microbiana do solo (BMS-C) Seropédica: Embrapa Agrobiologia, 2007. 6p.

(Comunicado Técnico, 98)

SILVA, C.M.; VASCONCELOS, S.S.; MOURAO JUNIOR, M.; BISPO, C.J.C.; KATO,
O.R.; SILVA JUNIOR, A.C.; CASTELLANI, D.C. Variacgdo temporal do efluxo de CO>
do solo em sistemas agroflorestais com palma de 6leo na Amazdnia Oriental. Acta
Amaz., Manaus, v. 46, p. 1-12, 2016.

SIQUEIRA, J.0.; FRANCO, A.A. Biotecnologia do solo: Fundamentos e Perspectivas.
Brasilia: MEC Ministério da Educacdo, ABEAS; Lavras: ESAL, FAEPE, 1988. 236p.

SISTEMA METEREOLOGICO DO PARANA. Anélise climatica para o periodo de 01
a 15 de abril/2015 para o estado do Parana. Disponivel em: < http://www.simepar.br/

site/internas/conteudo/institucional/index_noticias.shtml> Acesso em 23 out. 2015.



68

TOTOLA, M. R.; CHAER, G. M. Microrganismos e processos microbiolégicos como
indicadores da qualidade dos solos. Topicos Especiais em Ciéncias do Solo, v. 2, n. 1, p.
196-275, 2002.

VANCE, E. D.; BROOKES, P. C.; JENKINSON, D.S. An extraction method for
measuring soil microbial biomass-C. Soil Bio. & Bioch., v. 19, p. 703-707, 1987.

WHITE, C.S.; GOSZ, J.R. Factors controlling nitrogen mineralization and nitrification in

forest ecosystems in New Mexico. Biology and Fertility of Soils, v. 5, p. 195-202, 1987.

ZIBILSKE, L. M. Carbon mineralization. In. WEAVER, R. W.; SCOTT, A;
BOTTOMLEY, P. J. (Ed.). Methods of soil analysis: microbiological and biochemical
properties. Madison: Soil Science Society of America, 1994. p. 10-35. (Special
Publication 5).

CAPITULO 3 - MINERALIZACAO DE NITROGENIO EM SOLOS SOB
ESPECIES NATIVAS LEGUMINOSAS EM AREAS DE REGENERACAO
NATURAL NA MATA ATLANTICA DO SUL DO BRASIL.
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RESUMO

A transformacéo do N organico em mineral € uma fase significativa no ciclo do nitrogénio
e uma importante fonte de N mineral para o0s ecossistemas. Sua dindmica é variavel em
funcdo da constituicdo da MOS, das condi¢es ambientais, das caracteristicas quimicas
do solo e da atividade microbiana. Desta forma, este estudo teve como objetivo
determinar e comparar a mineralizacéo de N e as quantidades acumuladas de N mineral,
em diferentes estacfes do ano, por meio de ensaios de incubagdo anaerdbica de solos
coletados sob espécies florestais nativas, da familia Fabaceae, ocorrendo em florestas
secundérias da Mata Atlantica, em Antonina, PR, Brasil. As amostras foram coletadas no
outono e primavera, nas profundidades de 0 a 5 e 5 a 10 cm; a avaliacdo das taxas de
mineralizacdo de N foram realizadas sob condi¢des anaerdbicas como parte de um estudo
mais amplo englobando outras florestas. A primavera apresentou-se mais favoravel ao
processo de mineralizagdo, por ser estacdo com temperaturas mais elevadas e maior
precipitacdo pluviométrica. Quanto as profundidades avaliadas, a camada superficial
apresentou maior taxa de mineralizacdo de N em ambas estac6es climaticas. Os picos de
mineralizacdo na fase inicial sugerem que os microrganismos do solo consumiram
inicialmente os compostos mais l&beis. Os valores de N mineral encontrados sob as
espécies indicam que estas podem favorecer a presenca de microrganismos atuantes no
processo de mineralizagdo, neste estudo destacou-se Inga edulis.

Palavras-Chave: N mineral, Biomassa microbiana do solo, Metabolismo do solo,
Ciclagem de nitrogénio e Incubacéo anaerdbica.



70

1 INTRODUCAO

No ciclo do nitrogénio, uma das principais caracteristicas ¢ a interagdo entre a
atividade dos organismos autotréficos e heterotroficos. O nitrogénio, assim como outros
elementos essenciais, ¢ utilizado repetidamente na circulagdo continua entre etapas que
envolvem esses dois grupos de organismos (Paul & Clark, 1996; Atlas & Bartha, 1998).

O potencial de mineralizacdo dos solos, definido como a fracdo presente no
nitrogénio organico suscetivel a mineralizacdo, tem estreita relacdo com os teores de
matéria organica e nitrogénio total. Teoricamente, quanto maior o potencial produtivo de
biomassa do ecossistema, maior serd o aporte de matéria orgénica do solo, e por
consequéncia, maior serd a quantidade de N mineralizada e maior a disponibilidade de N
(Stanford & Smith, 1972; Gongcalves et al., 2001). Estudos realizados por Carvalho
(2011), Miiller (2012), Biesek (2012), Blum (2014), Woiciechowski (2015) e Silveira
(2015) buscam compreender a dindmica de mineralizagcdo de N no solo por meio de
ensaios anaerobicos em areas florestais.

O processo de mineralizacdo consiste no resultado da decomposicao de compostos
nitrogenados organicos pelos microrganismos do solo, que os utilizam como fonte de
carbono, nitrogénio e energia. Durante a mineralizagdo, os seus variados componentes
sdo transformados, em velocidades diferentes, em nitrogénio inorganico, podendo alguns
serem acumulados em func¢éo do seu elevado grau de recalcitrancia e resisténcia ao ataque
microbiano; ou ainda devido as condicGes edéaficas e climaticas; além da prdpria atividade
microbiana (Janssen, 1996; Camargo et al., 1997; Camargo et al., 1999; Rhoden et al.,
2006).

A transformacédo do N organico em mineral é uma fase significativa no ciclo do
nitrogénio, pois € um fenbmeno bioldgico multiplicativo, representado pelo crescimento,
mudangas e renovagdes que resultam na formacdo da MOS e biomassa microbiana.
(Franzluebbers et al., 1994).

Em toda atividade de mineralizacdo existe um componente de imobilizacéo,
decorrente da assimilacdo de nutrientes minerais responsaveis pela multiplicacéo,
crescimento e manutencdo da biomassa microbiana do solo (BMS), pois exigem
guantidade elevada de N. Células bacterianas, por exemplo, contém de 5 a 10% de N,

representando uma demanda muitas vezes superior a 20 kg N ha. Portanto, se a demanda
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pela BMS for alta, a concentragdo de N no solo declina, e vice-versa (Schlesinger, 1997;
Camargo et al., 1999; Moreira & Siqueira, 2006).

Para avaliacdo da mineralizacdo de N em laboratorio, os métodos de incubacgéo
aerobia e anaerobia de amostras de solo permitem a obtencdo de valores de N
mineralizado, de N potencialmente mineralizavel e de taxas de mineralizacdo de N e C
bem correlacionadas com as quantidades absorvidas pelas plantas (Stanford et al., 1973;
Lemos et al., 1988). Estes métodos permitem comparar sitios, embora ndo reflitam as
flutuacGes naturais que ocorrem sob condicGes de campo.

A mineralizagdo apresenta uma dindmica varidvel em funcéo da constitui¢do da
MOS, das condi¢gBes ambientais, das caracteristicas quimicas do solo e da atividade
microbiana, entre outros, o que justifica estudos que busquem compreender a sua
dindmica e sua relacdo com os outros componentes do ecossistema. Desta forma, este
estudo teve como objetivo avaliar a mineralizacdo de N, por meio de ensaios de incubagéo
anaerobica de solos coletados sob espécies florestais nativas, da familia Fabaceae, em
areas de regeneracdo natural da Floresta Atlantica do Sul do Brasil, em diferentes estacdes

do ano.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coletas de solo

Foram definidos dois pontos de coleta na projecao da copa das arvores, entre 1 e
2 metros do tronco. Nestes pontos, foi retirada a serapilheira depositada e com auxilio de
pa cortadeira retirou-se um monolito de solo de onde foram extraidas as amostras de solo
nas profundidades de 0-5 ¢ 5-10 cm. As duas amostras de solo, de cada camada, foram
agrupadas em uma Unica amostra composta por profundidade e por arvore.

Os solos foram coletados sob 12 individuos de Andira anthelmia, 12 individuos
de Pterocarpus rohrii, 10 individuos de Inga edulis e oito individuos de Inga striata, em

duas profundidades, totalizando 84 amostras.

2.2 Ensaio de mineralizaciao de nitrogénio organico do solo

A avaliacdo das taxas de mineralizacdo de N sob condi¢des anaerobicas foi
realizada pelo método descrito por Waring & Bremner (1964). A coleta e preparo das
amostras para o ensaio de mineraliza¢do foram uma adaptacéo do procedimento realizado
por Jussy (1998). As amostras compostas de solo, ainda a campo, foram peneiradas em
malha 4 mm. Com auxilio de um cachimbo metalico (10 cm?), retiraram-se duas
subamostras, uma para o ensaio de mineralizagéo e outra para determinacdo da umidade
de campo. A amostra para mineralizacao foi colocada em tubo de centrifuga contendo 30
mL de solucio extratora de KCI 2 mol L. Ao final das coletas, as amostras foram
encaminhadas ao laboratorio.

Apb6s 24 horas das coletas no campo, realizou-se a extracdo das aliquotas,
posteriormente a agitacdo das amostras por 45 minutos e centrifugacao por 10 minutos a
uma velocidade de 2000 rpm. As amostras foram entdo filtradas com filtro de filtragem
rapida, previamente preparados com 1 lavagem com 20 mL de KCI 2 mol L™ e 3 lavagens
consecutivas de 20 mL de H>O deionizada, para eliminar residuos de amoénio que
pudessem contaminar as amostras. A extracdo inicial foi denominada de ponto zero.
Consecutivamente iniciou-se 0 processo de incubagdo anaerdbica das amostras, conforme

metodologia adaptada de Gongalves et al. (2001) (Figura 1).
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Figura 1. Coleta das amostras de solo (A), retirada das camadas de 0-5 e 5-10 cm do
mondlito (B), peneiramento (C) adicdo da amostra a solucdo extratora (D), extracdo da

solugdo de KCL 2 mol L (E) e incubagéo das amostras na temperatura de 30°C (F).
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Em cada tubo, foram adicionados 30 mL de solugéo nutritiva contendo NasPO4
(0,005 mol L), MgSO4 (0,002 mol L) e CaClz (0,005 mol L). Procedeu-se entdo a
agitacdo manual dos tubos para dispersdo do solo, sendo estes, em seguida,
acondicionados em incubadora, onde permaneceram a uma temperatura de 30°C.
Passados 14 dias de incubacdo, realizou-se a primeira extracdo, e assim prosseguiram-se
as demais extragcdes em intervalos de 14 dias, totalizando-se seis extrac6es e 70 dias de
incubacdo. Previamente a cada nova extracdo, a solucdo nutritiva era retirada, apos
centrifugacdo dos frascos; em seguida eram adicionados 30 mL da solucdo de KCI 2 mol
L. Apds extracgéo, era adicionada nova solucao nutritiva aos tubos, com as especificacoes
acima descritas, para novo periodo de incubacao.

A determinagdo do N mineral (N-NHs" e N-NOz) foi feita na solugdo
sobrenadante filtrada. Para determinacdo do NH4* foi utilizada metodologia baseada no
método de determinacdo do amdnio em extrato aquoso, descrito em Apha (2005) e para
as leituras de nitrato utilizou-se o método de determinacédo por UV a 210 nm, com reducédo
quimica do nitrato utilizando-se zinco metalico, adaptado de Heinzmann et al. (1988).

Para a determinacéo de aménio, foi diluido 1 mL do extrato em 0,2 mL de solugéo
alcodlica de fenol, 0,2 mL de solucdo de nitroprussiato sodico, 0,5 mL de solugdo
oxidante e foi completado o volume até 5 mL com &gua deionizada. Aguardou-se 1 hora
para o desenvolvimento da cor (Figura 2) antes de submeter as amostras a leitura no
espectrofotdbmetro Shimadzu UV Mini 1240, em comprimento de onda de 640 nm. Para
a preparacao das amostras para leitura de nitrato, diluiu-se 1 mL do extrato em 0,2 mL de
H>SO4 em um frasco de 10 mL e completou-se com agua deionizada para completar
volume de 5 mL. A leitura foi feita a 210 nm em espectrofotdmetro Shimadzu UV Mini
1240. Em duplicata de cada amostra foram adicionados 0,1 g de zinco metalico para a
reducdo do nitrato. Apds 24 horas de reacdo, a leitura foi realizada na duplicata. A
diferenca dos valores de leitura nas amostras, com e sem zinco metalico, expressa o teor

de nitrato na solucdo extratora.
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Figura 2. Extratos diluidos e adicionados solucdes para leitura de aménio no

espectrofotbmetro.

2.3 Anélise quimica dos solos

Para a realizag@o desta andlise, as amostras foram secas em estufa, a temperatura
de 60°C, seguindo os procedimentos conforme a metodologia descrita por Embrapa
(1997). Para a determinagao do C utilizou-se o dicromato de sddio mais acido sulfurico;
para o K, P e Na o extrator Mehlich I; para os elementos Ca, Mg e Al o extrator KC1 1N;
o cloreto de célcio para determinar o pH em CaCl, (0,01 molar). Al, Ca e Mg foram lidos
em absor¢do atomica, K ¢ Na em fotometro de chama, e P por colorimetria em

espectrofotometro UV/VIS. Os micronutrientes, Cu, Fe, Mn e Zn, foram extraidos com

HCI1 0,1 mol L~! e determinados por absor¢do atdmica.

2.4 Analises estatisticas

Foi adotado o delineamento inteiramente casualisado, sendo os tratamentos
representados pelas espécies em estudo e as repeticdes pelo nimero de individuos sob os
quais foram realizadas as coletas de solo. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). As diferencas entre as médias foram asseguradas pelo teste de
Tukey (5% de probabilidade).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Mineralizacdo de nitrogénio

As taxas de mineralizacdo do outono mostram que, com excecdo da ultima
extracdo, as amostras de solo sob 1. edulis apresentaram maiores valores de N
mineralizado, seguidas de I. striata, A. anthelmia e P. rohrii. A mesma espécie apresentou
maior pico de mineralizagcdo bem como maior quantidade de N acumulado ao final de 70
dias de incubacdo. Considerando o processo de mineralizacao referente a primavera, solos
sob I. edulis superaram as outras espécies, da mesma forma que no outono, porém, desta
vez, solos sob P. rohrii superaram as amostras sob A. anthelmia a partir dos 14 dias de
incubacdo bem como nos valores de mineralizacdo acumulada (Tabela 2 e 3).

Tabela 2. Valores médios de N mineralizado, no outono, sob diferentes espécies

florestais. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

Dias de incubacéo

Espécies 0 14 28 42 56 70
N (mg kg* solo)

A. anthelmia 5,05 ab 26,26 b 7,68b 3,26b 2,01b 1,54 be

Inga edulis 5,37 a 33,42 a 12,46 a 5,07 a 2,70 a 1,86 ab

Inga striata 4,86 ab 29,23 ab 11,36 a 4,13 ab 2,73 a 2,05a

Pterocarpus rohrii 4,01 b 26,38 a 8,05b 347D 1,86 b 1,29 ¢

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3. Valores médios de N mineralizado, na primavera, sob diferentes espécies
florestais. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

Dias de incubacéo
Espécies 0 14 28 42 56 70
N (mg kg solo)

A. anthelmia 451a 32,41 b 10,64 ¢ 2,75b 1,95b 0,55 b
Inga edulis 453a 43,07 a 16,44 a 4,64 a 3,23a 1,31a
Inga striata 3,49 a 3760ab  143l1ab  464b 332a 1,13a
Pterocarpus rohrii 3,79a 32,78 b 12,81bc  338ab  234b 1,04 ab

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Ao analisar os resultados em funcdo das profundidades avaliadas, observa-se que
a camada superficial apresentou maior taxa de mineralizacdo de N em ambas estacoes,
porém, mais acentuada no outono. (Tabela 4). Estes valores indicam maior atividade da
microbiota que faz uso do N organico nesta porc¢do do solo, pois a grande quantidade de
raizes nessa camada e as modificagBes quimicas e fisicas proporcionadas por elas, criam
um ecossistema muito especializado, onde a populagdo microbiana é favorecida, sendo
centenas de vezes superior a populacao do solo adjacente (Siqueira & Franco, 1988).

Woiciechowski (2015) ao estudar a mineralizacdo de N em florestas secundarias
encontrou taxas de mineralizagdo semelhantes a este estudo, com valores médios, ap6s
duas semanas de incubac&o anaerdbia, de 40,75 mg kg™ solo no inverno. Miiller (2012),
utilizando o mesmo método para avaliar a mineralizacdo sob a leguminosa Senna
multijuga em cambissolo, identificou acentuada reducdo na mineralizacdo apés as trés
semanas iniciais de incubagdo, concluindo que durante a incubacdo h& uma répida

liberacdo inicial de N, seguida de uma diminuicéo gradativa.

Tabela 4. Valores médios de N mineralizado nas profundidades de 0 a5e 5a 10 cm, no
outono e primavera, sob esséncias florestais leguminosas da Mata Atlantica. Reserva
Natural da Guaricica, Antonina — PR.

Dias de incubagéo

Estacédo Profundidades 0 14 28 42 56 70
N (mg kg* solo)
i 0-5cm 552a 33,44 a 11,01 a 46la 248a 184a
ono
! 5-10 cm 413b 24,20b 8,77b 336b 218a 153b
) 0-5cm 433 a 39,89 a 14,54 a 4,04 a 2,81a 1,03a
Primavera

5-10 cm 3,83a 33,04b 12,55 b 366a 262a 099a

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

Em todas as areas de estudo, a transformacdo em N mineral foi maior durante o
periodo inicial, entre os 14 e 28 dias de incubacdo, com acentuado decréscimo a partir
dos 42 dias. Estes dados representam a velocidade da decomposicdo dos compostos mais
labeis da matéria organica do solo pelos microrganismos, provenientes, possivelmente,

da reciclagem da biomassa microbiana (Mengel, 1996).
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Avaliando apenas as estacOes, considerando as médias de N mineralizados sob
todas as espécies referéncia e profundidades, a primavera demonstrou ser um periodo
favoravel ao processo de mineralizacdo (Figura 3), corroborando com dados de Blum

(2014), ao avaliar mineralizacéo de N sob plantios florestais.
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Figura 3. Valores médios de N mineralizado em estagdes distintas indiferentemente da

profundidade. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

A quantidade de N mineral acumulado, aos 70 dias de incubagéo, no outono, nas
profundidade de 0 a 5 e 5 a 10 cm, foram respectivamente: sob 1. edulis da ordem de 70
e 50 mg N kg solo®; sob I. striata de 70 e 60 mg N kg solo®; sob A. anthelmia e P. rohrri
de 50 e 40 mg N kg solo? (Figuras 4 e 5). Enquanto na primavera, nas mesmas
profundidades, os valores de N mineral acumulado apresentam-se mais elevados, onde,
sob I. edulis os valores encontravam-se na ordem de 80 e 65 mg N kg solo; sob I. striata
de 60 e 50 mg N kg solo®; sob A. anthelmia de 55 e 50 mg N kg soloe P. rohrri de 60
e 50 mg N kg solo (Figura 6 e 7). Em avaliacdes de mineralizagio de N sob floresta de
araucérias, Biesek (2012) obteve maiores valores acumulados de na camada superficial
do solo, com médias de 61,76 mg N kg solo™ e 46,23 mg N kg solo™ nas camadas de O-
5e5al0cm.
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Figura 4. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas no

outono na profundidade de 0 a 5 cm. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.
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Figura 5. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas no

outono na profundidade de 5 a 10 cm. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.
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Figura 6. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas

na primavera na profundidade de 0 a 5 cm. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.
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Figura 7. Valores médios de N mineral acumulado sob diferentes espécies leguminosas na

primavera na profundidade de 5 a 10 cm. Reserva Natural da Guaricica, Antonina — PR.

Os dados de mineralizacdo acumulada, seguem a mesma tendéncia de maiores
valores sob 1. edulis em todos os tratamentos, ou seja, profundidade e estacdo. Os maiores
valores de N mineral disponibilizados ocorreram no intervalo do 14° e do 28° dia de

incubacdo. A mineralizacdo acumulada apresentou relagéo exponencial com o periodo de
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incubagdo, sendo possivel observar que cerca de 65% do N mineralizado foi obtido nos
primeiros 14 dias, em todas as situacGes avaliadas. Ao final do tempo de incubacéo foi
possivel observar menores acréscimos na quantidade de N mineral, com valores mais
estaveis. Resultados semelhantes foram encontrados por Barreto et al. (2010), em estudo
sob plantagdes de eucalipto, com valores de N mineral maiores nas primeiras semanas de
incubacéo.

No periodo de avaliacdo, as temperaturas foram semelhantes, em média 27°C,
enquanto a pluviosidade foi mais elevada na primavera, com volume médio acumulado
de chuva de 90 mm contra 15 mm no outono (Simepar, 2015). De acordo com Pulito
(2009), as temperaturas médias mais elevadas e os maiores indices pluviométricos
influenciam o crescimento da populacdo microbiana e, por sua vez, a taxa de
mineralizacdo do nitrogénio. Desta forma pode-se atribuir as diferencas nos valores
médio acumulados de N mineral a diferenca de umidade do solo, que, somada a
temperatura considerada étima para o desenvolvimento microbiano, favoreceu o processo
de decomposicdo e, consequentemente, a mineralizacdo de N na primavera.

Em estudos da dindmica de mineralizacdo de N em éareas de plantios florestais e
floresta secundaria (Blum, 2014; Silveira, 2015), assim como neste estudo, também
apresentaram relagdo com a pluviosidade e temperatura, onde maiores valores de N
mineral foram observados em periodos quentes e chuvosos. Segundo Orians et al. (1996)
a alternancia de ciclos de seca e chuva e as flutua¢ées na umidade induzem oscilacdes na

populagdo de microrganismos, resultando em pulsos de liberacéo de nutrientes.
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4 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho mostram picos de mineralizagdo na fase inicial do
processo de incubagdo, sugerindo que 0s microrganismos do solo consumiram
inicialmente os compostos mais labeis, enquanto os valores decrescentes e estaveis apos
estes picos indicam a reducdo destes compostos e a utilizacdo, pela microbiota, dos
compostos mais recalcitrantes da MOS.

Pelas condi¢cBes mais favoraveis de umidade e temperatura, 0 processo de
mineralizacéo foi beneficiado na primavera, época em que estes parametros encontravam-
se mais elevados.

A camada mais superficial do solo também favoreceu a mineralizacdo do N,
salientando a importancia desta camda mais orgénica no funcionamento biogeoquimico
em areas de Mata Atlantica.

Os valores de N mineral encontrados sob as espécies indicam que estas podem
favorecer a presenca de microrganismos atuantes no processo de mineralizacao; e neste
estudo o destaque ficou por conta da espécie Inga edulis, em cujo solo foram observadas

as maiores taxas de mineralizagéo.
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CAPITULO 4 -DIVERSIDADE BACTERIANA DIAZOTROFICA DO SOLO EM
AREAS DE REGENERACAO NATURAL DA MATA ATLANTICA DO SUL DO
BRASIL.

RESUMO

A caracterizacdo genotipica de bactérias diazotroficas tornou-se uma ferramenta
util para o conhecimento da diversidade destes organismos e compreensdo sobre como a
utilizacdo do solo pode afetar a populacdo microbiana diazotréfica. Esta caracterizacao
pode ser realizada a partir do isolamento e purificagdo de col6nias bacterianas, pelo
método de cultivo em laboratorio através de suspensdes de células diluidas serialmente e
plaqueadas inicialmente em meio semi-sélido e posteriormente em meio sélido. As
analises de diversidade e a comparacdo de comunidades de procariotos geralmente
baseiam-se no grau de similaridade entre sequéncias de 16S rRNA, indicando origem
comum de genes correspondentes. Neste estudo buscou-se caracterizar, genotipicamente,
comunidades microbianas do solo presentes em areas de regeneracdo natural da Mata
Atlantica, em diferentes estagios sucessionais, sob espécies arbdreas capazes de realizar
simbiose com microrganismos do solo. Para a cultura das bactérias foi utilizado o método
de diluicdo seriada e inoculacdo nos meios LGI, NFb e JNFb. Apos crescimento e
purificacdo das colbnias realizou-se amplificacdo e sequenciamento do 16S. As
sequéncias obtidas foram submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos no
NCBI. Os resultados do sequenciamento indicaram que os individuos amostrados
pertencem aos filos Proteobacteria (90,4%), Firmicutes (4,8%) e Actinobacteria (4,8%).
A maior diversidade de géneros ocorreu nos solos sob Andira anthelmia (14 géneros),
seguidos por Pterocarpus rohrri e Inga edulis, com 9 géneros cada. Burkholderia,
Cupriavidus, Pseudomonas e Rhizobium foram os mais frequentes, somando 37,5% da
frequéncia total de géneros. Ao submeter os dados quimicos do solo e espécies
bacterianas a uma analise discriminante, foi possivel observar a distingcdo das espécies
florestais, com caracteristicas quimicas como pH, P, K, Ca e Mg agrupados ao I. edulis.
Considerando as areas de estudo e os parametros quimicos, foi visivel a distin¢do da area
Pinheiro, com 200 anos e formacéo primaria, sem grandes alteracdes ao longo do tempo,
indicando maior estabilidade nas caracteristicas metabdlicas e quimicas do solo, bem
como na comunidade microbiana existente. Assim, foi possivel concluir que a presenca
de individuos da ordem Rhizobiales indica que nestas areas pode ocorrer FBN por
associagdes simbioticas; e, como o esperado, foi possivel observar que a area de floresta
primaria, com idade mais avancada, apresentou maior estabilidade metabdlica e quimica
do solo em relacdo as demais.

Palavras-Chave: Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio, Fabaceae, 16S, PCR e
Sequenciamento.
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1 INTRODUCAO

O termo diversidade, para a biologia, € geralmente utilizado para descrever o
numero de organismos presentes em um habitat, normalmente atribuida a diversidade de
espécies. Pode ser medida em varios niveis taxondémicos ou em termos de determinadas
caracteristicas genéticas ou fenotipicas (Liesack et al., 1997; Moreira & Siqueira, 2006).

O conhecimento da diversidade microbiana do solo é limitado, em parte pela
dificuldade de se estudar os microrganismos do solo. Apesar do grande conhecimento
sobre a diversidade de bactérias diazotréficas em solos cultivaveis, pouco se sabe sobre a
ocorréncia dessas bactérias em solos de florestas tropicais, principalmente em associacao
com leguminosas. Apenas, aproximadamente, 1% da populacédo bacteriana do solo pode
ser cultivada por normas praticas de laboratorio (Jarvis et al., 1992; Kirk et al., 2004).

Estudos sobre diversidade microbiana do solo vem sendo bastante discutidos, pois
técnicas moleculares tém ajudado a revelar a existéncia de populagdes de microrganismos
isoladas em diferentes tipos de habitats (Tiedje et al., 2001; Papke & Ward, 2004).

Na biota do solo, a quantidade de organismos microscopicos, como bactérias,
fungos e protistas, podem ultrapassar de 10 a 100 vezes, 0 nimero de espécies descritos
atualmente. Grande parte das espécies desconhecidas encontra-se nas florestas tropicais,
onde esta presente a maior diversidade do planeta, cerca de 50% do total de espécies;
contudo, pouco pesquisadas (Moreira & Siqueira, 2006).

Os microrganismos procarioticos dividem-se, taxonomicamente, nos dominios
Bacteria e Archaea, abrangendo a maior parte da biota da Terra, além de representar um
grande pool bioldgico e genético. Seu estudo nos permite melhor entendimento sobre as
relaces que existem nos ciclos naturais, bem como proporciona a busca de novos genes,
vias metabdlicas e seus produtos (Cowan et al., 2000; Lambais et al., 2005; Simon &
Daniel, 2009).

A caracterizacdo genotipica de bactérias diazotréficas tornou-se uma ferramenta
util para o conhecimento da diversidade destes organismos e compreensao sobre como a
utilizacdo do solo pode afetar a populagdo microbiana diazotréfica (Woese, 1991). Esta
caracterizacdo pode ser realizada a partir do isolamento e purificacdo de col6nias
bacterianas, pelo método de cultivo em laboratorio inicialmente através de suspensdes de
células diluidas serialmente e inoculadas em meio semi-sélido e, posteriormente,

plaqueadas em meio sélido (Prosser, 2002).
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Na célula bacteriana, o ribossomo é composto do RNA ribossomal (rRNA) e
varias proteinas. Sua estrutura apresenta duas subunidades principais: a subunidade maior
(40S) e a subunidade menor (30S). Nesta ultima esta localizado o 16S rRNA, um
fragmento de aproximadamente 1500 nucleotideos, que gera grande quantidade de
informagdes Uteis para inferéncias de relagBes filogenéticas e evolutivas entre os
organismos; e seu sequenciamento tem sido amplamente empregado em estudos de
diversidade (Weisburg et al., 1991; Woese, 1991; Woodson & Leontis, 1998; Amann &
Ludwing, 2000). Além disso, os RNA ribossémicos e outros genes centrais envolvidos
na transferéncia de informacdes, aparentemente, ndo sofreram uma extensa transferéncia
lateral, produzindo a mais coerente linha para entender e inter-relacionar os principais
ramos evolutivos da arvore da vida (Ochman et al., 2000).

Os métodos moleculares, em especial aqueles que se baseiam na amplificacéo,
clonagem e sequenciamento do 16S rRNA, tornaram-se ferramentas Uteis na descoberta
de novos microrganismos. Essas técnicas sdo conhecidas como reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA, descritos, respectivamente por Saiki et al.
(1988) e Sanger et al. (1977).

As andlises de diversidade e a comparacdao de comunidades de procariotos
geralmente baseiam-se no grau de similaridade entre sequéncias de 16S rRNA, indicando
origem comum de genes correspondentes (Nubel et al., 1999; Stach et al., 2003).

Todas as sequéncias de bases de genes obtidas no mundo sdo submetidas a bancos
de dados como GenBank, podendo ser comparadas com sequéncias ja conhecidas.
Atualmente, existem 3043 géneros e 15470 espécies com sequéncias conhecidas e
depositadas no banco de dados do GenBank (Taxonomy, 2016).

Neste estudo, buscou-se, por meio de caracterizacdo genotipica, verificar que
espécies bacterianas encontram-se em solos sob regeneracao natural na Mata Atlantica,
em diferentes estagios sucessionais, sob esséncias florestais da familia Fabaceae.

Adicionalmente, esta parte desta tese gerou a possibilidade de isolamento e
manutencdo em laboratdrio de microrganismos de origem florestal, o que possibilitara
construir uma colecdo microbiana; aléem de permitir estudos bioquimicos, morfologicos,
fisioldgicos e, eventualmente, possibilitar o uso desses microrganismos para fins

biotecnologicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coletas e acondicionamento das amostras

Foram definidos dois pontos de coleta na projecao da copa das arvores, entre 1 e
2 metros do tronco. Nestes pontos, foi retirada a serapilheira depositada e com auxilio de
pa cortadeira retirou-se um monolito de solo de onde foram extraidas as amostras de solo
na profundidades de 0-10 cm. As duas amostras de solo, de cada camada, foram agrupadas
em uma Uunica amostra composta por arvore.

Foram amostrados 32 pontos e destes formaram-se 16 amostras compostas por
esséncia florestal. O solo sob Andira anthelmia foi amostrado nas areas Ferro 7, Ferro 10
e Corvo 6; sob Inga edulis o solo foi coletado nas areas Corvo 6 e Pinheiro 6 e sob
Pterocarpus rohrii nas areas Ferro 7, Ferro 10 e Pinheiro 6, conforme mapa disposto no

Capitulo 1.

2.2 Analise quimica dos solos

Para a realizagdo desta andlise, as amostras foram secas em estufa, a temperatura
de 60°C, seguindo os procedimentos conforme a metodologia descrita por Embrapa
(1997). Para a determinacgdo do C utilizou-se o dicromato de sddio mais 4cido sulftirico;
para o K, P e Na o extrator Mehlich [; para os elementos Ca, Mg e Al o extrator KCI IN;
o cloreto de calcio para determinar o pH em CaCl, (0,01 molar). Al, Ca e Mg foram lidos
em absor¢do atomica, K e Na em fotdometro de chama, e P por colorimetria em

espectrofotometro UV/VIS. Os micronutrientes, Cu, Fe, Mn e Zn, foram extraidos com

HC1 0,1 mol L™! e determinados por absor¢do atomica.

2.3 Isolamento de bactérias diazotroficas

Para a cultura das bactérias foi utilizado o método de diluicao seriada das amostras
de solo. Para tal, preparou-se uma solucao salina (8,5 g/L de NaCl) e adicionou-se 10g de
solo na propor¢ao 1:10. Para cada amostra de solo, preparou-se um frasco contendo 90

mL da solugdo para realizar dilui¢des de 107! a 107. Na sequéncia, dilui¢des 107, 10,
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107, 10 e 1077 foram inoculadas em meios de cultura especificos para crescimento de
bactérias diazotroficas. Foram eles os meios LGI, NFb e INFb.

O meio LGI (Magalhaes et al., 1983) foi preparado utilizando-se sacarose,
K>HPO4, KH2PO4, MgS04.7H20, Na;Mo004.2H20, CaCl,. 2H20, Fe EDTA e vitamina
para meio de cultura. O pH foi ajustado para 6,0 — 6,2 com uma solugdo de H>SO4 a 5%.
Adicionou-se agar e extrato de levedura. Completou-se o volume para 1000 ml com agua
destilada.

Para o meio NFb (Dobereiner et al., 1999) foi utilizado acido malico, KoHPO4,
KH>PO4,MgS04.7H>0, NaCl, CaCl,. 2H>O, Fe EDTA, KOH, micronutrientes para meio
de cultura e vitamina para meio de cultura. O pH foi ajustado para 6,5 com solugdo de
KOH a 1%. Adicionou-se agar e extrato de levedura. Completou-se o volume para 1000
ml com agua destilada.

O meio JNFb (Dobereiner et al., 1980) foi preparado utilizando-se acido malico,
K>2HPO4, KH2PO4, MgS04.7H,0, NaCl, CaCln. 2H>O, Fe EDTA, KOH, micronutrientes
para meio de cultura e vitamina para meio de cultura. O pH foi ajustado para 5,8 com
solucdo de KOH a 1%. Adicionou-se agar e extrato de levedura. Completou-se o volume
para 1000 ml com agua destilada.

Cada amostra foi inoculada nos trés meios, de consisténcia semi-solida, nas cinco
dilui¢des escolhidas das quais foram realizadas trés repeti¢des. Os frascos inoculados
permaneceram em estufa pelo periodo de sete dias a temperatura de 28°C.

Para confirmacao da presenca e crescimento bacteriano foi avaliada a presenga de
pelicula indicativa. As amostras que apresentaram a pelicula foram separadas em grupos

de acordo com a intensidade da formacao da pelicula (Figura 1).

Figura 1. Frascos mostrando controle positivo (A), controle negativo (B), pelicula em

crescimento (C), formacao de pelicula (D) e pelicula na superficie (E) (Imagem: o autor).
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Com a selecdo dos frascos que apresentaram peliculas semelhantes a figura 1,
obteve-se o total de 119 amostras com indicativos de crescimento bacteriano.
Posteriormente realizou-se a inoculacdo destas amostras em placa, respeitando-se os
meios de origem em consisténcia solida e mantidos em estufa a 28°C, a fim de observar
o crescimento de isolados bacterianos. Apds sete dias fez-se a avaliagdo das placas,
observando o crescimento de colonias. As placas que apresentaram mais de uma forma
de colonia, foram isoladas novamente; cada colonia em uma placa diferente para que nao
houvesse crescimento sobreposto entre elas, prejudicando as futuras andlises gendmicas
(Figura 2). As avaliagdes e purificagcdes ocorreram a cada sete dias; e ap0s a finalizagdo

dessa etapa obtiveram-se 155 isolados.

Figura 2. Purificacdo dos isolados cultivados a partir de amostras de solo sob esséncias

florestais leguminosas em areas de regeneragao natural Floresta Atlantica do sul do Brasil.

Com as colonias isoladas, iniciou-se as PCR’s (Reagao em Cadeia da Polimerase),

para a amplificagdo da regido 16S e posterior sequenciamento.

24 PCR

Para a PCR utilizaram-se enzima Taq polimerase, Buffer (tampao), MgCl,, dNTP,
primer Y!, primer Y, e 4gua destilada. Posteriormente a adigdo dos reagentes, as amostras
foram levadas ao Termociclador Apllied Biosystems modelo Veriti® para que a reagao

ocorresse. O ciclo de amplificagdo foi de 95°C por 10 segundos e 30 ciclos de 93°C por
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30 minutos, 62°C por 45 minutos, 72°C por 30 minutos. Para confirmacao da amplificacio
da regidao 16S dos isolados, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com
brometo de etideo e fotografadas sob luz UV, para visualizacao das bandas. As amostras
que ndo apresentaram as bandas desejadas passaram pela PCR novamente até que

ocorresse a amplificagdo.

2.5 Tratamento do produto amplificado para sequenciamento

O produto amplificado foi tratado adicionando-se 1 pL de mix de EXO/SAP e
agua Milli-Q e retornou para o termociclador a temperatura de 37°C por 60 minutos ¢ a
80°C por 15 minutos. Este ¢ um método para a purificagdo dos produtos de PCR que
utiliza Exonuclease I para digerir excesso de primers e Shrimp Alkaline Phosphatase

(SAP) para degradar excesso de nucleotideos provenientes da PCR.

2.6 Reacado de sequenciamento

Para a reagdo de sequenciamento adicionaram-se em cada amostra 2,5 pL de
DNA, 1 uL de Big Dye terminator, 0,5 pL de primer Y> e 3 uL de Save Money (tamp3o)
e completou-se o volume para 10 pL. Apo6s preparagdo as amostras foram levadas para o
termociclador em um ciclo de 96°C por 10 minutos, 60°C 10 minutos (35 vezes).

O produto da reagdo de sequenciamento foi precipitado com 2 pL de acetato de
amonio, 10 pL de dgua Milli-Q, 66 pL. de ETOH absolut voltando para o termociclador
entre 15 a 45 segundos. Apos realizou-se nova amplificagdo com 8 pL do mix de Taq
polimerase, Buffer (tampdo), MgCl,, dNTP marcado, primer Y!, primer Y*, e 4gua

destilada.

2.7 Sequenciamento

A corrida eletroforética das reagdes de sequenciamento foi realizada no

sequenciador Applied Biosystems® 3500xL Genetic Analyzer.
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2.8 Anailise das sequéncias

As sequéncias foram analisadas no programa BioEdit e submetidas a consulta de
similaridade de nucleotideos no banco de dados do “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI), através do BLASTn para comparagdo com sequéncias homoélogas
depositadas no GenBank obtendo-se a similaridade com outras espécies existentes e

classificagcdo taxondmica de cada isolado e serdo depositadas neste mesmo banco.

2.9 Estoque dos isolados

Apbs andlise das sequéncias foram descartados os isolados que se repetiram e 0s

demais foram estocados respeitando seus meios de origem.

2.10 Analises estatisticas

Foi adotado o delineamento inteiramente casualisado, sendo os tratamentos
representados pelas espécies em estudo e as repeti¢des pelo nimero de individuos sob os
quais foram realizadas as coletas de solo. Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA). As diferencas entre as médias foram asseguradas pelo teste de
Tukey (5% de probabilidade).

Dados quimicos e de espécie foram submetidos a Anélise Discriminante a fim de

identificar variaveis que melhor discriminam os grupos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas areas avaliadas, os resultados do sequenciamento do gene 16S indicaram os
individuos amostrados pertencem aos filos Proteobacteria, representando 90,4%, e nos
filos Firmicutes e Actinobacteria, representando, cada um, 4,8% da comunidade avaliada.
Estes filos abrigam cerca de 90% das espécies bacterianas conhecidas (Nunes, 2006).

Os microrganismos do filo Actinobacteria representam, aproximadamente, 13%
da comunidade bacteriana no solo, podendo influenciar no desenvolvimento das plantas
e na producdo de hormonios vegetais, elevando a disponibilidade de nutrientes minerais
e atuando na protecdo contra patdgenos na rizosfera (Hamdali et al., 2008; Janssen, et
al.,2002; Vasconcellos et al., 2010). Individuos deste filo apresentam a parede celular
com grande resisténcia dificultando a extracdo do seu DNA, assim, a deteccdo desses
microrganismos é menos eficaz por métodos moleculares do que pelos métodos
dependentes de cultivo, como os utilizados neste estudo (Janssen, 2006).

No filo Firmicute, encontram-se individuos aerobicos e anaerdbicos, capazes de
desenvolver-se em momentos de abundancia nutricional e formar esporos em momentos
de escassez. Pode-se atribuir esta caracteristica ao nimero reduzido, cerca de 2%, dos
clones das bases de dados obtidas a partir de amostras de solo, resultado da dificuldade
de extrair o DNA dos esporos (Atlas & Bartha, 1997; Janssen, 2006).

O filo Proteobacteria é constituido pelo maior e mais diverso grupo de bacteérias;
participa ativamente no ciclo do nitrogénio sendo constituido por cinco classes:
Alphabacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria e
Epsilonproteobacteria (Moreira & Siqueira, 2006; Nusslein & Tiedje, 1999). Neste
estudo foram encontradas as classes alpha (28,6%), beta (23,8%) e gamma (38,1%). As
ordens encontradas foram Caulobacterales, Rhodospirillales e Rhizobiales em alpha;
Burkholderiales em beta; e Nevskiales, Pseudomonales, Enterobacteriales e
Xanthomonadales em gamma. Dentre eles, para alpha e beta, 0s mais representativos
foram, respectivamente, Rhizobiales (66,7%) e Xanthomonadales (37,5%) (Tabela 1).

Cassetari (2010), em estudo de bactérias diazotréficas na Mata Atlantica de Séo
Paulo, encontrou predominancia dos mesmos filos e classes de Proteobacteria. Smit et
al. (2001), apds revisdo da literatura, verificaram que em solos com alto teor de matéria

organica, as proteobactérias, em especial alpha e gamma, apresentaram altas taxas de
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ocorréncia. No entanto, mesmo possuindo a maior quantidade de isolados descritos, a
maioria das espécies de proteobactéria do solo néo é cultivavel (Spain et al., 2009).

Os membros de Betaproteobacteria e Gammaproteobacterias sdo normalmente
detectados no solo, no entanto ndo representam grande abundancia como
Alphaproteobacteria. Em beta tem-se alguns exemplos de mediadores da nitrificacdo e
de gamma algumas espécies do género Pseudomonas (Gupta, 2000). A ocorréncia de beta
é em ambientes onde o desenvolvimento e estabelecimento de alfa é dificultado (Chen et
al., 2008; Reis et al., 2010; Chien et al., 2010).

Nas regides de estudo, observou-se maior diversidade de géneros nos solos sob A.
anthelmia, com 14 géneros, seguidos por P. rohrri e I. edulis, com 9 géneros cada. Em
relacdo ao numero de individuos observa-se a mesma tendéncia visualizada para 0s
géneros (Figura 3).

Apesar das leguminosas pertencerem a uma das maiores familias boténicas
(Fabaceae) ndo existem informacdes sobre sua capacidade de nodular, especialmente
espécies florestais tropicais. A principal razao da falta de estudos sobre a biodiversidade
das leguminosas e sua propriedade nodulifera, além de sua ampla distribuicdo na regido
tropical e subtropical, estd na grande plasticidade dos habitos de crescimento e nas
caracteristicas ecoldgicas das espécies (Faria et al., 1999; Souza, 2010), representando

um potencial que deve ser explorado.
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. Reserva Natural da Guaricica,

Antonina — PR.
Dominio Filo Classe Ordem Familia Género
Actinobacteria Actinobacteria Corynebacteriales Mycobacteriaceae Mycobacterium
Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Brevibacillus

Bacteria
Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Caulobacterales

Caulobacteraceae

Phenylobacterium

Rhizobiales

Rhizobiaceae

Agrobacterium

Rhizobium

Phyllobacteriaceae

Mesorhizobium

Bradyrhizobiaceae

Bradyrhizobium

Rhodospirillales

Rhodospirillaceae

Azospirillum

Betaproteobacteria

Burkholderiales

Alcaligenaceae

Pigmentiphaga

Burkholderiaceae

Burkholderia

Cupriavidus

Comamonadaceae

Comamonas

Limnohabitans

Gammaproteobacteria

Enterobacteriales

Enterobacteriaceae

Citrobacter

Cedecea
Nevskiales Sinobacteraceae Nevskia
Pseudomonales Pseudomonadaceae Pseudomonas
Xanthomonadaceae Stenotrophomonas
Xanthomonadales Rhodanobacteraceae DElE
Fulvimonas

Neiella
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Figura 3. Quantidade de individuos de diferentes géneros de bactérias sob esséncias
florestais leguminosas da Mata Atlantica do Sul do Brasil. Reserva Natural da Guaricica,
Antonina — PR.

O género Burkholderia, pertencente a ordem Betaproteobacteria, foi o mais
abundante, somando 50,5% do total. Sob cada espécie avaliada encontrou-se valores de
38,1 % em A. anthelmia, 58,3% em I. edulis e 58,54% em P. rohrii (Figura 4). Este género
tem sido associado com o desenvolvimento de nédulos em diversas leguminosas em
diversos ambientes (Silva, 2006) e foi descoberto por Gillis et al. (1995), quando
descreveu a espécie B. vietnamiensis. Esta capacidade foi encontrada posteriormente para
outras espécies como B. tuberum, B. unamae, B. tropica, B.mimosarum e B. nodosa
(Vandamme et al., 2002; Caballero-Mellado et al., 2004; Reis et al., 2004; Chen et al.,
2006; Chen et al., 2007), todas encontradas no presente estudo.

Silva et al. (2012), ao estudar solos da regido Amazonica no Brasil, observaram
que 96% das estirpes de Burkholderia apresentaram capacidade de solubilizagcéo de
fosfato de célcio.

Seguido do género Burkholderia, estd Dyella, uma gammaproteobacteria,
somando com abundancia relativa de 10,3% do total, encontradas sob A. anthelmia
(14,3%) e P. rohrii (10,2%); Pseudomonas (9,35%) com 16, 7% sob A. anthelmia, 4,2%,
sob 1. edulis e 4,9% sob P. rohrii; e Cupriavidus (4,7%) com 2,4% sob A. anthelmia,
8,3% sob 1. edulis e 4,9% sob P. rohrii.
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Figura 4. Abundancia relativa dos géneros de bactérias encontradas sob esséncias
florestais leguminosas da Mata Atlantica do Sul do Brasil. Reserva Natural da Guaricica,
Antonina — PR.

Bactérias fixadoras de N que podem associar-se as plantas estdo presentes nos
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium e
Mesorhizobium, Methylobacterium, Devosia, Blastobacter, Burkholderia e Ralstonia.
Enquanto as de vida livre ou associativas fazem parte dos géneros Azospirillum,
Enterobacter, Klebsiella e Pseudomonas (Jordan, 1982; Chen et al., 1988; Dreyfus et al.,
1988; Frank, 1989; Jarvis et al., 1997; De Lajudie et al., 1998; Chen et al., 2001; Sy et
al., 2001; Vandamme et al., 2002; Berkum & Eardly, 2002; Rivas et al., 2003; Benhizia
et al., 2004; Hayat et al., 2010).

Os géneros mais frequentes foram Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas e

Rhizobium, e juntas representam 37,5% da frequéncia de todos os géneros (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia relativa dos géneros de bactérias encontradas sob esséncias florestais
leguminosas da Mata Atlantica do Sul do Brasil. Reserva Natural da Guaricica, Antonina
- PR.

Até alguns anos atras acreditava-se que a nodulagdo de leguminosas ocorresse
apenas por Alphabacterias, porém, atualmente sabe-se que membros da classe
Betaproteobacteria, em especial dos géneros Burkholderia e Cupriavidus (e
Gammaproteobacteria, como os pertencentes ao género Pseudomonas (Moulin et al.,
2001; Shiraishi, 2010; Chen et al., 2001) possuem essa capacidade.

O género Pseudomonas é pertencente a familia Pseudomonadaceae, possui
espécies de grande diversidade metabdlica e com capacidade de colonizar uma vasta
gama de nichos no ambiente, incluindo o solo e as plantas. Como consequéncia da sua
notavel adaptabilidade, o nimero de espécies é crescente (Stanier, 1969; Palleroni, 2010).

Pesquisas com isolados de Pseudomonas demonstram que atuam como
promotores de crescimento quando inoculados em raizes de plantas, como solubilizadores
de fosfatos e formadores de sider6foros no solo (Kloepper et al., 1980; Benizri et al.,
1997; Di Simine et al., 1998). Outros pesquisadores, como Benhizia e colaboradores
(2004) e Ibafies e colaboradores (2009) isolaram bactérias desse Género em nodulos
radiculares de algumas leguminosas.

O género Cupriavidus atualmente possui 14 espécies que habitam diversos
ecossistemas, como solo, &gua, nodulos de plantas leguminosas Alem de fixar nitrogénio

em nodulos de leguminosas, este género também é conhecido por apresentar individuos
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promotores de crescimento (Estrada de los Santos et al., 2014). Cupriavidus sp. é capaz
de sintetizar o fitorm6nio AIA, Cupriavidus necator é solubilizador de fosfatos e
Cupriavidus alkaliphilus pode sintetizar sider6foros em meio de cultura (Yu et al. 2011,
Pong Silp et al., 2012; Estrada-de los Santos et al. 2012). Ainda é possivel encontrar
espécies, como Cupriavidus metallidurans, observada nas éareas deste estudo, capaz de
crescer na presenca de metais pesados como mercurio, zinco, niquel, arsénio, entre outros
(Monchy et al. 2007; Zhang et al. 2009). A espécie Cupriavidus plantarum ndo tem
capacidade de fixar N (Estrada de los Santos et al., 2014).

O género Rhizobium, descrito por Frank (1889), apresentou seus primeiros relatos
taxondmicos com base na planta hospedeira da qual os isolados eram obtidos e teve como
primeira espécie Rhizobium leguminosarum. Pertencente ao filo Alphaproteobacteria, da
ordem Rhizobiales, inicialmente foram agrupados em uma unica familia, a Rhizobiaceae;
e posteriormente as andlises do gene 16S rDNA, foram subdivididos em diferentes
familias (Garrity & Holt, 2001). Este género constitui-se de bactérias quimiorganitroficas
e gram-negativas.

Ao encontrar, neste estudo, menor frequéncia do género Rhizobium quando
comparado ao género Burkholderia, pode-se atribuir tais dados a capacidade adaptativa
do grupo de alfabactérias em relagdo a Rhizobium, como visto por Chen et al. (2005).

Em relacdo a diversidade de espécies bacterianas encontradas sob cada uma das
esséncias florestais € possivel observar maior indice de diversidade nas amostras sob P.
rohrii seguido de I. edulis e A. anthelmia.

Ao aplicar analise discriminante dos dados quimicos, de espécies de bactérias
encontradas e esséncias florestais, obteve-se a figura 6. Como a primeira funcéo é
responsavel por 78,45% da discriminacdo entre 0s grupos, pode-se afirmar que essas
distancias sdo aquelas de maior relevancia na separacao dos quatro grupos formados. Foi
possivel observar a distingdo das espécies florestais leguminosas, com caracteristicas
quimicas como pH, P, K, Ca e Mg agrupados ao I. edulis. E possivel visualizar a
predominancia dos género Burkholderia sob as trés esséncias, bem como a presenga das

Alphaproteobacteérias, grupo simbionte caracteristico pela fixacdo de No.
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Fazendo uma andlise sob a perspectiva das areas avaliadas, sabe-se que estas
apresentam estagios sucessionais diferentes, onde as areas denominadas Pinheiro e Ferro
10 pertencem a formacdo de floresta primaria, com cerca de 200 e 90 anos,
respectivamente, enquanto Corvo e Ferro 7 fazem parte de uma formacéo de floresta
secundaria, com cerca de 60 e 75 anos, respectivamente (Capretz, in press).

Avaliando as caracteristicas quimicas das areas de estudo (Figura 7), é possivel
observar que todas apresentam solos acidos, com valores de pH mais elevados na area
Pinheiro. As comunidades microbianas do solo sdo diretamente influencias por este
pardmetro quimico, pois baixos valores de pH podem favorecer a solubilizagdo de
fosfatos (Jones & Darrah, 1994). A acidez do solo pode estar relacionada aos altos teores
de carbono encontrados, predizendo grande quantidade de matéria organica.
Corroborando com essas informacdes, foi possivel observar a presenca de
microrganismos solubilizadores de fosfato em todas as areas amostradas. Esses dados
podem, também, ser relacionado aos baixos teores de fésforo encontrados implicando na
necessidade da presenca desses microrganismos em areas como essas.

Fatores como pH e disponibilidade de nutrientes, afetam diretamente a producéo
vegetal, além de serem determinantes para a permanéncia de uma comunidade microbiana
no solo (He et al., 2007).
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Corvo 6; P — Pinheiro; F7 — Ferro 7; F10 — Ferro 10).

Considerando os parametros quimicos anteriormente citados, atraves de analise
discrimitaroria, é visivel a distin¢do da area Pinheiro em relacdo as demais (Figura 8).
Esta &rea possui, aproximadamente, 200 anos e possui formacéo priméria, sem grandes
alteracbes ao longo do tempo, indicando maior estabilidade nas caracteristicas
metabdlicas e quimicas do solo, bem como na comunidade microbiana existente. Gerhing

(2003) estudando o papel da FBN em floresta priméria e secundaria na Amazonia Central
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relatou que a contribuicdo das leguminosas e consequentemente da fixacdo de nitrogénio
em floresta secundaria € muito maior que em floresta primaria, apresentando uma

importancia muito maior em areas em regeneracdo do que em florestas climax.
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Figura 8. Anélise discriminante dos atributos quimicos (pH, C, P, K, Ca e Mg) em areas

de regeneracéo natural da Mata Atlantica do Sul do Brasil.
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4 CONCLUSAO

Os microrganismos encontrados nas areas de estudo pertencem exclusivamente ao
dominio Bacteria, com representantes dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e
Firmicutes.

O filo mais abundante foi Proteobacteria, participante ativo no ciclo do
nitrogénio, indicando que nestas areas a atividade e a diversidade microbiana séo fatores
determinantes para a regeneracdo e manutencéo florestal.

Individuos da ordem Rhizobiales mostraram-se presentes, indicando que nestas
areas pode ocorrer a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio por associa¢Bes simbidticas entre
as bactérias e esséncias florestais leguminosas.

A esséncia florestal que apresentou maior diversidade de géneros no solo sob sua
copa foi 0 A, anthelmia, seguida de P. rohrii, espécie com estudos incipientes acerca de
sua capacidade de associar-se simbioticamente com espécies de bactérias noduliferas e I.
edulis, espécie reconhecida por fazer FBN através de associa¢Bes simbiontes.

Os géneros mais frequentes foram Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas e
Rhizobium, espécies contribuintes na FBN bem como na solubilizacdo de fosfatos,
atividades de grande valia na ciclagem de nutrientes nos ecossistemas.

A idade da floresta mostrou-se um fator importante na distin¢éo entre areas quanto
a sua populacdo microbiana, sendo as florestas mais velhas caracterizadas por maior

estabilidade em relacdo as demais.
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