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RESUMO

A presenga e a atividade da populagdo microbiana influenciam diretamente as
propriedades quimicas do solo, bem como a vegeta¢do. Da mesma forma, as raizes das
plantas fornecem um ambiente favordvel para o crescimento da microbiota do solo.
Baseando-se nessas premissas, o estudo objetivou avaliar a diversidade da populagdo
microbiana do solo de mata secunddria preservada e duas culturas de acdcia-negra
(Acacia mearnsii De Wild) de diferentes idades de cultivo, e relaciond-la com as
propriedades quimicas do solo e a porcentagem de atividade enzimatica. As coletas foram
realizadas em uma drea de 2 ha localizada no municipio de Sdo Sebastido do Cai em 3
pontos de cada formagdo vegetacional. Uma aliquota de 10g de cada amostra foi utilizada
para realizar suspensdes das amostras e posteriormente diluicées seriadas até 107
Aliquotas de 100ulL de cada dilui¢do foram semeadas, em duplicata, em placas contendo
dagar para contagem (PCA) e dgar amido caseina (ACA). Apds incubagdo e crescimento,
selecionaram-se aleatoriamente trinta colénias do meio PCA para isolamento e
purificacdo. Os géneros e espécies foram identificados com base nos testes bioquimicos
classicos. Nas amostras de solo foi avaliado os pardmetros quimicos pH, % matéria
orgdnica, quantidade de Al, CTC, % argila e teores dos macronutrientes P, K, Ca e Mg. Os
dados foram analisados por blocos ao acaso, a comparagdo entre as médias foi realizada
através do Indice DMS a 5% de probabilidade do erro experimental e a diversidade foi
obtida pelo Indice de Shannon, através do software DivEs. O tipo de cobertura vegetal que
apresentou as propriedades quimicas de um solo de melhor qualidade foi a mata
secunddria, bem como a maior diversidade microbiana. Entretanto, o género Bacillus
predominou nos 3 tipos de vegetagdo analisados, provavelmente, devido a preseng¢a de
endosporo nesse grupo, estrutura que melhor resiste ao estresse ambiental. A maioria dos
isolados apresentou atividade enzimdtica, contudo ndo predominou em um unico tipo de
vegetacdo, sinalizando que a presen¢a do género Bacillus foi o maior responsavel pela

presenga das enzimas.

Palavras-chave: microbiologia do solo, diversidade microbiana, intera¢do planta-

microrganismo




ABSTRACT

The presence and activity of microbial population directly influence the chemical
properties of soil and the vegetation. Similarly, the roots of the plants provide a favorable
environment for the growth of microbial soil. Based on these assumptions, the study aimed
to evaluate the diversity of soil microbial population of secondary forest preserved and two
cultures of black wattle (Acacia mearnsii De Wild) of different ages of cultivation, and
relate whit the chemical properties of soil and the percentage of enzyme activity. The
collections were held in an area of 2 hectares located in the city of Sdo Sebastido do Cai in
3 points of each training vegetation. A rate of 10g of each sample was used to carry out
suspensions of the samples and then serial dilutions up 1 07. Aliguots of 100uL of each
dilution were sown in duplicate, on plates containing plate count agar (PCA) and casein
starch agar (ACA). After hatching and growth, were selected randomly thirty colonies of
the PCA medium for isolation and purification. The genera and species were identified
based on classical biochemical tests. Samples of soil was evaluated the chemical
parameters pH, % organic matter, quantity of Al, CTC, % clay and levels of nutrients P, K,
Ca and Mg. The data were analyzed by randomized block the comparison between the
average index was performed by DMS at 5% probability of trial error and the diversity was
obtained by index of Shannon by the software Dives. The type of vegetation cover that
showed the chemical properties of soil was of beiter quality secondary forest and the
higher microbial diversity. However, the genera Bacillus predominated in the 3 vegetation
types studied, probably because of the presence of endospores in this group, the sitructure
that better resist environmental stress. Most of the isolates showed enzymatic activity,
however not dominated by a single type of vegetation, signaling that the presence of the

genera Bacillus was largely responsible for the presence of enzymes.
Key-words: soil microbiology, microbian diversity, plant-microrganism interaction

WFRGS - BIBLIOTECA

. T L=}
et MOCIENGIAS



INTRODUCAO

Vistos com especial interesse pela drea ambiental e agricola, os microrganismos sdo
um dos maiores responsaveis pela fertilidade do solo, atributo este fundamental para o
crescimento das plantas.

As anilises qualitativa e quantitativa dos microrganismos podem ser pardmetros
significativos para mensurar a qualidade do solo. Isso se deve ao fato de que a comunidade
microbiana, principalmente a que compde a rizosfera, produz compostos extracelulares que
auxiliam na agregagdo do solo, bem como antibidticos e horménios promotores de
crescimento que permitem um melhor desenvolvimento da vegetagdo e de outros
microrganismos.

Ao mesmo tempo, a microbiota do solo realiza a degradagdo de substincias toxicas,
participa no controle bioldgico de patogenos de plantas e solubiliza minerais do solo,
disponibilizando-os para si e outros organismos.

Além dos beneficios nutricionais que o solo proporciona para as plantas, através da
disponibilidade de minerais advindos da Capacidade de Troca de Cations (CTC), a
presenga de matéria organica gera uma maior estruturagdo do solo, pois liga-se as
particulas como areia e argila, formando poros e canais por onde ar e 4gua podem transitar.
Da mesma forma, a liberagdo de exsudatos pelas plantas e compostos extracelulares por
bactérias e fungos auxiliam na formagdo de agregados, que sdo a unidade basica do solo
estruturado.

Um grupo de espécies vegetais que apresentam importante fungio quando se refere
a melhora na qualidade do solo s@o as leguminosas arboreas. Dentre elas, a acdcia-negra
(Acacia mearnsii De Wild) destaca-se por sua importidncia ecoldgica, devido a sua
capacidade de auxiliar na reabilitacdo de solos degradados, através de associagdes formadas
entre as raizes da planta e rizébios e fungos micorrizicos arbusculares, estes que realizam a
fixagdo de nitrogénio e solubilizagdo de fosfatos, respectivamente (SOUCHIE et al., 2005).
Além disso, a acdcia-negra possui grande importdncia econdmica, por meio do
aproveitamento da madeira (celulose, aglomerados, lenha e carvdo) e da casca - para

extragdo de tanino, utilizado pela industria do couro (CALDEIRA et al., 2001).




Em um ambiente dito natural, como um solo de Mata Atlantica, a quantidade e a
riqueza de fungos e bactérias sdo expressivas, pois hd um continuo aporte de material
vegetal, este que serve como substrato para o crescimento microbiano. Nessa formagdo
vegetal, a temperatura e umidade estio em valores que beneficiam a rapida multiplicagio
dos microrganismos.

Entretanto, segundo ZILLI (2003), apesar do esforgo empregado e muitos resultados
obtidos, especialmente nos ultimos 10 anos, existem ainda limitagdes que dificultam a
correlagdo da diversidade microbiana com o conceito de qualidade do solo. Apesar de
significativa presenca no solo, a microbiota apresenta uma diversidade ainda desconhecida,
pois os métodos de identificagdo ainda ndo mostram com precisdo a real populagdo
microbiana presente neste ambiente. As metodologias utilizadas ainda necessitam de
ajustes para reproduzir os diversos parametros ambientais, como temperatura, pH, umidade,
salinidade, teor de matéria organica, entre outros. E devido s constantes variagdes desses
parametros no solo, a reproducdo em laboratério das reais condigdes do ambiente geram
dificuldades na obten¢do de dados que realmente representem a diversidade do solo. Além
da dificuldade de reprodugfio das condigdes ambientais, existem as limitagdes oriundas
diretamente de técnica a ser utilizada para a identificagéio e caracterizagdo da populagdo
microbiana presente no solo.

A mais de um século os testes bioquimicos sdo usados para a identificacio de
microrganismos, baseados na sua habilidade em utilizar diferentes fontes de carbono
(glicose, sacarose, amido, celulose) ou observando os produtos finais de seu metabolismo

(nitrato, fenilalanina, catalase) (BETTELHEIM, 1994).

Com base nas premissas acima citadas, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a diversidade da populagdo microbiana do solo presente em uma area do
dominio fitogeografico de Mata Atlantica, em sua formagfio secundaria, bem como dois
povoamentos de acacia-negra, com trés e doze anos de cultivo. Além disso, comparar o tipo
de vegetagdo e a diversidade dos microrganismos de cada 4rea com as propriedades
quimicas do respectivo solo € a presenga de atividade enzimatica de diversas enzimas

extracelulares produzidas pelos microrganismos isolados nos solos de cada ponto de coleta.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O entendimento atual do conceito de qualidade de solo compreende o equilibrio
entre os condicionantes geologicos, hidrologicos, quimicos, fisicos e biolégicos do solo
(BRUGGEN & SEMENOV, 2000; SPOSITO & ZABEL, 2003). Esse termo, muitas vezes
utilizado como sinénimo de satde do solo, refere-se a capacidade do solo em sustentar a
produtividade biologica dentro das fronteiras do ecossistema, mantendo o equilibrio
ambiental e promovendo a saide de plantas, animais e do proprio ser humano (DORAN et
al., 1996; SPOSITO & ZABEL, 2003).

Baseando-se neste conceito, BLUM & SANTELISES (1994) atribuiram seis
fungdes principais do solo, sendo trés ecologicas e trés ligadas a atividade humana. As
fungdes ecolégicas incluem: a) produgdo de biomassa (alimentos, fibras e energia); b)
filtragdo, tamponamento e transformagdo da matéria para proteger o ambiente, da poluigdo
das aguas subterraneas e dos alimentos; c) habitat bioldgico e reserva genética de plantas e
animais, que devem ser protegidos da extincdo. As fungdes ligadas a atividade humana
incluem: a) meio fisico que serve de base para estruturas industriais e atividades sécio-
econdmicas, habitagdo, sistema de transportes e disposicéo de residuos; b) fonte de material
particulado (areia, argila e minerais); c) parte da heranca cultural, paleontoldgica e
arqueologica, importantes para a preservagdo da histéria da humanidade.

Segundo ANGERS et al. (1993), os microrganismos constituem uma importante
ferramenta para a determinagfio da qualidade do solo, e portanto, podem ser utilizados
como bioindicadores, tendo em vista que desempenham papel chave na ciclagem de
nutrientes. Entretanto, a percepcdo de qualidade do solo evoluiu, principalmente nos
ultimos 10 anos, e, num entendimento mais amplo, observa-se que ndo basta apenas o solo
apresentar alta fertilidade, mas, também, possuir boa estruturagdo e abrigar uma alta
diversidade de organismos (ZILLI et al., 2003).

Um grupo representativo de microrganismos encontrados em solos naturais e
agricolas sdo bactérias em forma de bastonetes, aerébias ou anaerdbias facultativas e
formadoras de esporos, no qual o género Bacillus é o mais comumente encontrado. Os
tragos fisiologicos comuns importantes para a sobrevivéncia de tais bactérias incluem a

produgdo de uma parede celular com estrutura em multicamada, a formagdo de enddsporos



resistentes ao estresse e a secregdo de varios compostos como antibidticos, moléculas

sinalizadoras e enzimas extracelulares (GARDENER, 2004).

Para que haja um desenvolvimento microbiano no solo, as propriedades quimicas
assumem grande importéncia, pois delas dependem a biodisponibilidade de nutrientes e a
formacdo de um ambiente favoravel para que se proporcione o crescimento dos
microrganismos. Essas propriedades s3io determinadas pelo processo geolégico da
formagdo do solo, origem dos minerais, e sua evolugdo de acordo com o clima e o relevo do
local, além dos organismos vivos que o habitam (CETESB, 2008).

Dentre os pardmetros quimicos mais estudados de fertilidade do solo destacam-se
CTC, porcentagem de matéria organica, pH e teores de P, K, Ca, Mg e Al. De acordo com
MEURER (2004), a CTC representa a capacidade que a argila e a matéria organica do solo
t&m em reter e posteriormente liberar cétions, principalmente Ca, Mg, K e NH;. Logo, esta
relacionada a quantidade de sitios livres para a ligagdo desses cétions, proporcionando a
diminui¢do do processo de lixiviagdo.

Um importante indicador fisico da qualidade do solo é a agregacgio; solos com
menos porcentagem de argila posuem menor estabilidade dos agregados, o que o torna mais
sensivel a processos erosivos (MIYAUCHI, 2007).

Dentre os pardmetros biolégicos, as enzimas produzidas por microrganismos
destacam-se por serem as mediadoras do catabolismo biol6gico dos componentes orgénico
e mineral do solo. A atividade enzimatica do solo possui as caracteristicas de: a) ser
relacionada com a matéria orgénica, com as propriedades fisicas e com a atividade e
biomassa microbiana; b) ser um claro indicador de mudangas na qualidade do solo; c)
envolver metodologias simplificadas (DICK, 1997). Além disso, a atividade enzimatica
pode ser utilizada como medida de atividade microbiana, produtividade e efeito de
poluentes no solo. TAYLOR et al. (2002) sugerem.duas razdes para avaliar as enzimas do
solo; a primeira, como informativo do potencial bioquimico e de manipulagdio do solo; a
segunda, como indicador de qualidade devido & sensibilidade para prover informagdes
sobre mudangas nas fungdes-chave do solo.

Embora as enzimas estejam presentes no solo em grandes quantidades, apenas

pouco mais de cinqiienta tém sido identificadas ou sua atividade no solo detectada (MAJER
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et al., 2000). Mesmo assim, sabe-se que elas tém grande importdncia na decomposigio de
residuos e na fertilidade do solo, na eficiéncia do uso de fertilizantes, nas interagdes entre
as plantas, no estado de oxi-redugdo do solo, além de servirem como indicadoras da
qualidade do solo e da presenga de poluentes.

Embora os métodos para determinagdo da atividade enzimatica sejam baseados em
condi¢des ndo reais, eles sdo capazes de responder as questdes qualitativas sobre processos
metabolicos especificos, e, em combinagdo com outros métodos, podem aumentar a
compreensdo acerca do efeito de agroquimicos, adequagfo de praticas de manejo, poluentes,

¢ fatores climaticos na atividade microbiana do solo (NANNIPIERI et al., 2005).

MATERIAIS E METODOS

O local de estudo compreende uma érea rural de 2ha no municipio de Sdo Sebastidio
do Cai, estado do Rio Grande do Sul (Figura 1). A coleta foi realizada dia 26 de agosto de
2007, com uma temperatura ambiental de 17°C, umidade relativa do ar de 70% e tempo
nublado.

Solos de trés locais foram coletados: cultivo de acacia-negra de 3 anos, cultivo de
acacia-negra de doze anos (no qual havia a formagéo de um sub-bosque) e mata secundaria
de Mata Atlantica (Figuras 1, 2 e 3, respectivamente). Trés amostras de solo foram
colétadas em cada um dos locais, perfazendo nove amostras. Em cada ponto de
amostragem foram coletadas quinze sub-amostras em uma drea de 9m” na camada 0-10 cm

do solo. Estas foram homogeneizadas, acondicionadas em sacos plasticos e transportadas

sob refrigeragdo até o local de andlise.
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Figura 1. Cultivo de acéacia-negra de trés anos. Figura 2. Cultivo de acacia-negra de doze anos.
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Figura 3. Formag@o secundaria de Mata Atlantica.

Para a analise quimica, parte das amostras foi levada ao Laboratério de Anélises da
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os atributos
analisados foram teor de matéria organica, pH, porcentagem de argila, capacidade de troca
de cations (CTC), quantidade de Al e os nutrientes P, K, Ca e Mg.

A andlise microbiologica foi realizada no Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As
amostras foram processadas misturando-se 10g de solo em 90mL de dgua peptonada. Com
a solugdo obtida procedeu-se diluigdes seriadas até 10°. Para o  isolamento  dos
microrganismos, aliquotas de 100pL de todas foram inoculadas em placas de Petri pelo
método de semeadura em superficie contendo os seguintes meios de cultura: Agar de
Contagem em Placa - PCA (para quantificaciio de bactérias heterotréficas totais) e Agar
Amido Caseina - ACA (para actinomicetos). As placas foram incubadas na temperatura de
37°C por 48h para o crescimento das heterotroficas e por 4 semanas para o crescimento de
actinomicetos.

Ap0s o crescimento dos microrganismos, realizou-se a contagem das Unidades
Formadoras de Colénia (UFC). As placas que continham menos de 30 e mais de 300

colonias foram descartadas. Para o isolamento, selecionaram-se, aleatoriamente, cerca de



30 colonias de cada placa de PCA e ACA, de todas as diluigdes. As heterotréficas foram
semeadas em placas com meio agar tripticaseina de soja (TSA) e os actinomicetos em ACA,
pelo método de esgotamento. Apos o isolamento, os actinomicetos foram armazenados para
futuros trabalhos e somente os heterotréficos foram alvos de identificagéo.

Para certificar a pureza das col6nias e realizar uma primeira identificagdo,
procedeu-se a coloragio de Gram; e a fim de caracterizar morfologicamente, os
microrganismos foram submetidos aos testes de KOH, coloragdo de enddsporo e meio
EMB (agar Eosina Azul de Metileno).

Apos a divisdo entre bactérias Gram positivas e negativas, procedeu-se diversos
testes com o intuito de tragar o perfil bioquimico dos microrganismos, dentre eles: citrato,
SIM, VM/VP, fenilalanina-desaminase, nitrato, agticares (glicose, xilose, trealose, manitol,
sacarose ¢ manose), oxidagdo-fermentagfo, caseina, esculina e arginina. Para identifica¢do
dos microrganismos, utilizaram-se as classificagdes de acordo com Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (1994) e MAC FADDIN (1999).

A presenca das enzimas catalase, oxidase, gelatinase, amilase, pectinase e celulase
foram testadas para todos os isolados.

A partir dos resultados obtidos, os dados foram analisados por blocos ao acaso e a
comparagdio entre as médias foi realizada através do Indice DMS ao nivel de 5% de
probabilidade do erro experimental. A diversidade dos microrganismos foi calculada
através do Indice de Shannon (H”), utilizando o software DivEs (RODRIGUES, 2005) a

partir da equagdo 1:

H' = nlog n— X fi log filn [1]

onde # representa o nimero de individuos amostrados em um levantamento, e fi 0 nimero

de individuos na espécie i.

Ao final, calculou-se o coeficiente de correlagdo (R) do teor de matéria orgénica e

do Indice de Shannon com os atributos quimicos de fertilidade do solo CTC, P, K e Ca.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise quimica:

Os valores encontrados ap6s andlise quimica do solo estdo descritos nas Tabelas 1 e

Tabela 1. Parimetros quimicos do solo do cultivo de acacia-negra de 3 anos (A3), de doze

anos (A12) e da mata secundéria (MS) em S&o Sebastido do Cai.

Ponto Argila pH %MO cTC
(%) (cmol./dm”)
A3 21,00 a 580a 2,35a 10,55 a
Al2 19,00 a 520a 3,80 ab 11,852
MS 14,5a 6,00 a 6,95 b 20,90 b

As letras semelhantes nfo diferem entre si pelo Indice DMS ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2. Nutrientes e Al trocavel do solo do cultivo de acécia-negra de 3 anos (A3), de

doze anos (A12) e da mata secundaria (MS) em S#o Sebastidio do Cai.

Ponto P K Ca troc. Mg troc. Al troc.
(mg/dm”) (cmol,/dm”)

A3 3,104 71,50 a 3,60 a 0,70 a 0,55a

Al2 3,75a 90,00 a 3,70a 1,30 a 0,252

MS 3,55a 208,00 b 13,65 b 280a  0,00a

As letras semelhantes ndo diferem entre si pelo Indice DMS ao nivel de 5% de probabilidade.

Os pardmetros teor de argila, pH e os minerais P, Mg trocavel e Al trocavel ndo
apresentaram variagfo significativa nas 3 amostras de solo (Tabelas 1 e 2). Entretanto, os
nutrientes K e Ca trocavel apresentaram diferenga estatisticamente significativa, com
valores mais elevados na mata secundaria, em relagdo aos dois cultivos de acécia-negra.

A auséncia de significincia estatistica dos minerais P e Mg entre os locais

amostrados, fato que poderia ser distinto para os valores da mata secundaria, poderia ser
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explicado segundo POMPEIA (1994), na qual a diminui¢do do pH do solo tem efeito direto
na lixiviagdo dos macronutrientes, o que pode ocasionar perda na fertilidade do solo. Logo,
os valores semelhantes de pH nos 3 locais podem ser o responsével pela captagio similar
de P, Mg e Al (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Por ser um pardmetro ligado as propriedades fisicas do solo, a porcentagem de
argila ndo mostrou variagdio de acordo com o tipo de vegetagdo, provavelmente porque os
locais de coleta eram proximos entre si.

Os minerais potassio e o calcio apresentaram diferenga estatistica significativa na
mata secunddria em relagdo aos dois povoamentos de acdcia-negra, provavelmente devido
ao fato de serem os nutrientes mais prontamente liberados pelos residuos organicos, além
de fazerem parte dos constituintes dos tecidos vegetais (MALAVOLTA et al., 1989).
Consequentemente, suas quantidades estdo diretamente relacionadas & densidade de
vegetacdo.

A porcentagem de matéria orgdnica nos 3 locais amostrados (Tabela 1) demonstra
que o cultivo de acacia-negra com trés anos de cultura exibe um menor teor, 2,35%. A mata
secundaria foi o tipo de vegetago que apresentou os maiores valores, 6,95%, enquanto que
o cultivo de ac4cia-negra de 12 anos apresentou valores intermedidrios de matéria orgdnica
(3,80%). Essas porcentagens demonstram que a densidade de plantas por drea, bem como a
idade da vegetagdo sdo fatores que podem influenciar na quantidade de matéria organica do
solo.

Maiores concentragdes de matéria organica podem gerar outros fatores benéficos
para o solo, e conseqiientemente para a vegetagio, pois foi encontrada, na mata secundaria,
os maiores valores de CTC. Como a matéria orgénica ¢ a maior responsavel pela CTC em
solos de Mata Atlantica, maiores teores desse composto geram uma maior CTC (Figura 4),
fato corroborado pelo alto fator de correlagio, R=0,93. Portanto, os valores de CTC do solo
nos trés tipos de vegetagdo obedecem a mesma l6gica da quantidade de matéria organica

(A3<A12<MS), com uma diferenga estatistica significativa na mata secundaria (Tabela 1).
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Figura 4. Influéncia do teor de matéria orgénica na CTC do solo do cultivo de acacia-negra

de 3 anos, de doze anos e da mata secundaria em Sao Sebastido do Cai.

A partir da relagdo entre porcentagem de matéria orgénica e alguns dos nutrientes
mais importantes do solo, P, K e Ca, observou-se uma baixa correlagio com o fésforo,
R=0,26. De acordo com ANGHINONI & BISSANI (2004), isso se deve ao fato de que,
apesar dos solos conterem grandes quantidades de P, a sua disponibilidade para as plantas é
muito pequena devido a sua tendéncia em formar compostos de baixa solubilidade no solo.
Entretanto, uma forte correlagio foi observada com o potissio e o calcio, R=0,97 e 0,91,
respectivamente, estes que sdo elementos abundantes por exercerem importantes fungdes
reguladoras dentro da célula, além de comporem enzimas e parede celular dos

microrganismos.
Analise microbiologica:
Na analise microbioldgica, o nimero de UFC que cresceram nos meios de cultura,

bem como as espécies e géneros encontrados no meio PCA apés realizagio do perfil

bioquimico, estdo descriminados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 3. Numero médio de UFC de bactérias heterotroficas totais (meio PCA) e
actinomicetos (meio ACA) por grama de solo seco do cultivo de acacia-negra de 3 anos

(A3), de doze anos (A12) e da mata secundaria (MS) em Sdo Sebastido do Cai.

PCA ACA
Ponto UFC x 10° g" de solo seco
A3 2.64 a 0,75 a
Al2 6,56 a 0,37 a
MS* 435a 0,84 a

As letras semelhantes ndo diferem entre si pelo Indice DMS ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados das UFCs encontrados nos meios PCA e ACA, a
quantidade de bactérias hetereotroficas totais e actinomicetos ndo obteve uma diferenca
estatistica significativa, demonstrando que esses organismos podem ndo sofrer influéncia

do tipo de vegetagdo (Mata Atlantica ou monocultura de acacia-negra).
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Figura 5. Coloragio de Gram mostrando endésporos  Figura 6. E. ¢oli em meio Eosina Azul de Metileno
de Bacillus sphaericus. (EMB)

A partir dos resultados da identificagio das bactérias isoladas nos 3 pontos de coleta
(Tabela 4), pode-se observar uma variagdo nas espécies encontradas de acordo com o tipo
de vegetagdo. No povoamento de acicia-negra de 3 anos encontraram-se apenas espécies
do género Bacillus — 86,49% dos isolados desse ponto - como representante do grupo de

bactérias Gram positivas, com 7 espécies diferentes, e 5 géneros de bactérias Gram
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negativas: Acinetobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Ralstonia e Stenotrophomonas.
Endésporos de Bacillus sphaericus estao ilustrados na Figura 5.

O cultivo de acicia de doze anos apresentou a menor diversidade dos 3 pontos
coletados, com somente 2 géneros, Gram positivos: Bacillus, representado por 8 espécies e
perfazendo 97,96% do total de isolados do ponto, e também o género Kurthia.

A mata secundaria foi a formagdo vegetal que obteve a diversidade mais elevada,
onde se encontrou 3 géneros de bactérias Gram positivas: Bacillus, Corynebacterium e
Kurthia, além de 5 géneros de Gram negativas - Alcaligenes, Cellulomonas, Chryseomonas,
Escherichia (Figura 6) e Xanthomonas. O género Bacillus constituiu 76,60% do numero de
isolados da mata secundaria, com oito espécies distintas. Este género apresentou a menor

porcentagem quando comparado aos povoamentos de acacia-negra.

Tabela 4. Relagdo das bactérias heterotroficas totais isoladas em meio PCA e Indice de
Diversidade de Shannon do solo do cultivo de acécia-negra de 3 anos (A3), de doze anos

(A12) e da mata secundéria (MS) em Sdo Sebastido do Cai.

Especies em A3 I Espécies em Al2 1 Espécies em MS I
Acinetobacter baumanbi I Bacillus badius 6  Alcaligenes latus 1
Bacillus badius 2 Bacillus cereus Bacillus badius 3
Bacillus cereus I Bacillus circulans 11 Bacillus cereus 2
Bacillus circulans 15 Bacillus coagulans 12 Bacillus circulans 9
Baciilus coagulans 8  Bacillus firmus 5 Bacillus coagulans 11
Bacillus firmus 3 Bacillus megaterium 4 Bacillus firmus 2
Bacillus megaterium 2 Bacillus sphaericus 2 Bacillus megaterium 4
Bacillus sphaericus I Bacillus subtilis 1 Bacillus sphaericus 2
Klebsiella sp. L Kurthia gibsonii I Bacillus subtilis 3
Pseudomonas saccharophila l Cellulomonas sp. 1
Ralstonia sp. l Chryseomonas sp. 2
Stenotrophomonas maltophila I C. afermentans* 1
Escherichia coli 1
Kurthia gibsonii 2
Xanthomonas axonopodis 2
Xanthomonas citri 1
Total de isolados 37 49 47
Indice de Shannon (H) 0,27 0,04 ' 0,41

I=isolados; *Corynebacterium afermentans.
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A presenca significativa de bactérias Gram positivas em detrimento das Gram
negativas em todos os locais coletados € um resultado confirmado pela literatura. De acordo
com SILVA et al. (2005), apenas 7% da populagéo bacteriana do solo estdo representadas
por bactérias Gram negativas aerdbias/anaerobias facultativas.

Observou-se também que, independente do solo de cada tipo vegetacional, houve
um predominio de espécies do género Bacillus, tanto qualitativa quanto quantitativamente.
Isso se deve ao fato de que o solo, por ser um ambiente passivel de constante estresse
ambiental, torna-se indspito para espécies de microrganismos que ndo apresentam
mecanismos de defesa contra dessecagdo ou escassez nutricional. Como o género Bacillus
tem a capacidade de produzir endésporos em condigdes ambientais desfavoraveis, ele é
selecionado em detrimento de outros microrganismos, e, portanto, predomina no solo.

Outra propriedade importante das espécies de Bacillus, citado por GARDENER
(2004), € a capacidade de produzir diversos compostos extracelulares, como, por exemplo,
antibidticos, que inibem o crescimento de outros microrganismos. Essa vantagem gera uma

selecdo do grupo Bacillus, o que pode explicar sua abundéncia nos 3 pontos de coleta.

Tabela 5. Correlagio do Indice de Shannon com os valores de CTC, P, K e Ca do solo em

Sédo Sebastido do Cai.

CTC P K Ca

Coeficiente de correlagio (R)

Indice de Shannon (H’) 0,51 0,18 0,50 0,62

Ao final, realizando a correlagéo entre o Indice de Shannon e algumas propriedades
quimicas do solo (Tabela 5), pdde-se observar uma correlagdo moderada com a CTC, bem
como com a quantidade de potassio e calcio no solo.

Entretanto, uma fraca correlagdo foi observada com a quantidade de fésforo,
possivelmente pelas mesmas razdes expressas na correlagio com a porcentagem de matéria
organica, anteriormente citada.

Advinda da presencga significativa de espécies do género Bacillus, observou-se
grande atividade enzimatica para a maioria das enzimas testadas nos trés locais coletados

(Figura 7).



100

g 8- c
5
E ¥
N 60 OA3
P mA12
- a
S 40 mMS
:.E
<
® 20- &
| |b a
D T

Oxidase Gelatinase Amilase Celulase Pectinase Catalase

Figura 7. Porcentagem de atividade enzimatica do total dos isolados do solo do cultivo de
acacia-negra de 3 anos (A3), de doze anos (A12) ¢ da mata secundaria (MS) em Sdo
Sebastido do Cai. As letras semelhantes ndio diferem entre si pelo Indice DMS ao nivel de

5% de probabilidade.

O solo do cultivo de acacia-negra de 3 anos foi o local que apresentou a maior
porcentagem de microrganismos com atividade para as enzimas oxidase e amilase (Figura
9). O solo do povoamento de acacia-negra de doze anos continha a maior porcentagem de
isolados com atividade enzimatica para as enzimas gelatinase e celulase (Figura 8). Os
mesmos resultados das enzimas podem ser explicados em relagdo a porcentagem de
isolados de Bacillus nas trés formagdes vegetais analisadas, devido a relagéio direta entre a
presenca desse género e a atividade enzimatica.

A enzima catalase ndo apresentou diferenga estatistica dos microrganismos de todos
os locais de coleta, enquanto que a pectinase obteve a maior porcentagem de

microrganismos com atividade enzimatica nos 2 cultivos de acacia-negra, em relagdo a

mata secundaria.
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Figura 8. Atividade da enzima Figura 9. Atividade da enzima celulase de cinco
amilase de 6 isolados do povoamento isolados do povoamento de acécia-negra de trés

de acdacia-negra de 3 anos, onde todos anos, onde quatro sdo positivos (halo ao redor das
sao positivos (halo ao redor das colonias).

col6nias).

Contrariamente aos resultados esperados que relacionem tipo de cobertura vegetal
com a atividade enzimatica dos microrganismos do solo, a mata secundaria, que contém a
maior quantidade de residuos vegetais e conseqiientemente se esperaria uma maior atuagio
das enzimas extracelulares dos microrganismos, observou-se a menor porcentagem de
isolados com atividade enzimatica para as enzimas testadas.

Dois fatores principais podem ter influenciado para a ocorréncia desse paradoxo: o
primeiro, pela presenga de menor porcentagem de bactérias do género Bacillus na mata
secundaria em relagdo aos dois povoamentos de acacia-negra, pois se sabe, pela literatura,
que este género apresenta uma alta atividade enzimaética para diversas enzimas; o segundo,
pela realizagdo de uma suposta adubagdo pelo proprietario nas culturas de acacia-negra. De
acordo com NAYAK et al. (2007), as maiores atividades enzimaticas sio encontradas nos
tratamentos adubados, possivelmente devido ao estimulo que a adubagdo pode causar a

populagdo microbiana.

Os resultados do nimero de UFC, diversidade microbiana e atividade enzimatica
por vezes discordantes dos pontos que continham atividade agricola em relagdo a 4rea
florestal, devem-se a diversos fatores. Regime de umidade do solo, temperatura e entrada

de residuos organicos nos diferentes locais, sobretudo substdncias quimicas por meio de
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fertilizantes e pesticidas que porventura foram usados nos cultivos de acacia-negra, podem
ter interferido na quantidade e qualidade dos microrganismos isolados.

Outro fato a se considerar ¢ a metodologia empregada para o isolamento dos
microrganismos (meios de cultura utilizados, tempo de incubagéo, temperatura, competigédo
da microbiota, entre outros), que acabaram selecionando grupos especificos, especialmente

espécies de Bacillus, talvez ndo informando a real diversidade do solo nos locais de coleta.
CONCLUSOES

e Na mata secundaria foram encontrados os pardmetros quimicos mais adequados
para o crescimento da vegetagdo, bem como a maior diversidade de microrganismos, logo,
pode-se afirmar que a mata secundaria apresenta caracteristicas quimicas e microbiologicas
que se assemelham a um solo de melhor qualidade. Portanto, os resultados confirmam a
hipétese de que a vegetagdo apresenta influéncia sobre a diversidade da microbiota do solo.

e A diversidade de microrganismos e a porcentagem de matéria organica podem estar
relacionadas ao maior teor de minerais no solo, pois apresentaram uma correlagio de
moderada a forte paraa CTC ¢ os nutrientes K ¢ Ca.

* Nos trés pontos coletados, a atividade enzimatica esta relacionada, em sua maior
parte, a quantidade de microrganismos do género Bacillus, e ndo o tipo de cobertura
vegetal. Portanto, a analise da atividade enzimatica, neste trabalho, deve ser observada
através da porcentagem de Bacillus presentes em cada ponto de coleta, € ndo com o tipo de

vegetagdo.

Os microrganismos isolados, principalmente os que sdo representados pelo género
Bacillus, por apresentarem uma alta atividade enzimatica, podem ser estudados
futuramente como potencial biotecnolégico para a induastria, tanto para fins farmacéuticos
quanto alimenticios. Do mesmo modo, essas bactérias podem ser utilizadas para fins
ambientais e agricolas, como na recuperagdo de areas degradadas em associagdo com as
plantas com o objetivo de aumentar o teor de matéria orginica no solo e promover o

crescimento vegetal.
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