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RESUMO

SANTOS, Isis M. BIOINDICADORES DE QUALIDADE DE SOLO: microrganismos
em um estudo de caso. 2015. 39 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado
em Engenharia Ambiental) - Universidade Tecnologica Federal do Parana. Campo
Mouréo, 2015.

Os microrganismos sao importantes na degradacdo da matéria organica e sao
fundamentais na dindmica de nutrientes do solo. Este trabalho teve como objetivo
avaliar microbiologicamente a qualidade ambiental do solo de um fragmento floresta
estacional semidecidual montana no municipio Corumbatai do Sul - PR, utilizando
microrganismos como bioindicadores. Este estudo foi desenvolvido em uma
propriedade particular, onde possui uma vegetacdo de floresta estacional
semidecidual montana. Foram demarcados dois sitos amostrais que tinham 15mz2,
um no comecgo da vertente, que apresentava sinais de acdo antropica e menor
cobertura vegetal, com menos quantidade de serrapilheira e a coloragcdo do solo
diferenciada, em relacdo ao outro sitio, que estava situado aproximadamente 100 m
mais alto que primeiro sitio. Foram realizadas trés coletas de amostra de solo, antes
das coletas retirou-se a serapilheira e todo material organico da superficie do solo.
Dentro dos sitios amostrais retirou-se cinco subamostras, todas elas foram
homogeneizadas, separadamente por sitio e em seguida levadas ao laboratério de
Ecologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana Campus Campo Mouréo
para o processamento. J4 para estabilizar a umidade, o solo foi pesado todos os
dias até estabilizar a perda de agua, sendo realizado em triplicata para cada sitio
amostral. Posteriormente, realizou-se o procedimento de diluicio em série que
também foi feito em triplicata para os dois sitios amostrais, dessa forma, utilizando
para as analises microbiol6gicas, na qual todas foram feitas em triplicatas. A partir
das andlises estatisticas obteve-se que os dois sitios amostrais no fragmento
florestal sdo distintos em relacdo a todas as analises microbiol6gicas. Entretanto, o
segundo sitio amostral apresentou em todas as analises maior quantidade de
formacdes de colbnias, demostrando que € mais propicio para 0S microrganismos,
pois aparentemente o local sofreu menos ac¢des antrOpicas e apresenta uma
cobertura vegetal maior, com maior quantidade de serapilheira e a aparéncia do solo
diferenciada. Dessa maneira, ocorréncia de existir um ambiente mais abundante
microbiologicamente demostra uma possivel influencia ambiental de fatores que nao
foram designadamente avaliados nesse estudo, mas que, segundo alguns autores,
refletem mais diretamente na formacéo da microbiota do solo.

Palavras-chave: Microrganismos; Bioindicadores; Qualidade do solo; Fragmento
Florestal.



ABSTRACT

SANTOS, Isis M. SOIL QUALITY BIOINDICATORS : microorganisms in a case
study. 2015. 39 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Engenharia
Ambiental) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Campo Mourao, 2015.

Microorganisms are important in the degradation of organic matter and are crucial in
the dynamics of soil nutrients. This study aimed to evaluate microbiological
environmental soil quality of a fragment semideciduous forest montana.in the city of
Corumbatai do Sul - PR, using microorganisms as biological indicators. This study
was conducted in a private estate, which has a vegetation of semideciduous forest
montana. Ments were two sample that had marked 15m2, one at the beginning of the
strand, which showed signs of human action and a lower canopy, with less amount of
litter and differentiated coloring of the soil in relation to the other site, which was
located approximately 100 m higher than first place. There were three soil sample
collections, before the collections withdrew from the litter and all organic material
from the soil surface. Within the sample sites retired five sub-samples, all were
homogenized separately per site and then taken to the Ecology Laboratory of the
Federal Technological University of Parand Campus Campo Mourao for processing.
Have to stabilize the moisture, the soil was weighed every day to stabilize the water
loss, being performed in triplicate for each sample site. Subsequently, it carried out
the dilution series procedure was also done in triplicate for two sampling sites thus
using for microbiological analyzes, which were all done in triplicate. From the
statistical analysis it was found that the two sampling sites in the forest fragment are
different in relation to all microbiological analyzes. However, the second sample site
presented in all analyzes largest amount of colonies formations, showing that it is
more conducive for microorganisms because apparently the place suffered less
human actions and presents a greater vegetation cover, with higher amounts of litter
and the appearance the differentiated ground. Thus, occurrence there is a more
abundant environment microbiologically demonstrates a possible environmental
influence factors that were not evaluated in this particular study, but, according to
some authors, reflect more directly in the formation of soil microbes.

Key-words: Microorganisms; Bio-indicators; Quality of the soil; Forest Fragment.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Moreira e Siqueira (2006) o solo € um habitat, e como tal é
diferente, descontinuo e estruturado, apresentando micro-habitats com diferentes
caracteristicas quimicas, fisicas e comunidades bioldgicas, interdependentes. E
nestes micro-habitats que se constatam as populacdes microbianas, que interferem
e sdo interferidas diretamente pelas caracteristicas do ecossistema.

A qualidade do solo pode ser determinada como a capacidade continua do
solo de aceitar, estocar, e reciclar 4gua, nutrientes e energia, bem como reter e
transformar materiais quimicos e bioldgicos, trabalhando como filtro ambiental
(JAHNEL et al., 2007).

A degradacdo da qualidade do solo € apresentada por processos erosivos,
reducdo de matéria organica, perda de nutrientes, compactacao do solo, reducao de
populacdes microbianas de atividades enziméaticas e pH (MELLONI, 2007).

Para a avaliacdo da qualidade do solo, € importante o uso de bioindicadores,
pois eles integram suas propriedades quimicas, biolégicas e fisicas, onde associam
com a capacidade em exercer fungcdes que tem interferéncia na produtividade de
plantas, animais e no ambiente, podendo ter alteracbes com o passar do tempo
devido a eventos naturais ou por antropizacéo (LIMA et al. 2007).

Os microrganismos sdo essenciais na decomposi¢cdo da matéria organica e
tém papel indispensavel na dindmica de nutrientes do solo. Dessa forma, os
microrganismos participam de processos ou atividades que possibilitam caracterizar,
avaliar e acompanhar transformagcbes na qualidade em um determinado
ecossistema por caracteristicas quantitativas ou qualitativas (MARTINS et al., 2010).

Os microrganismos ocupam menos de 5% do espaco poroso do solo, e a sua
ocorréncia é resultado de sua reacdo as condicbes ambientais, dentro dos limites
genéticos possuidos pelos microrganismos, 0 que permitira sua sobrevivéncia de
forma inativa ou dormente ou de forma ativa como saprébios, parasitas, mutualistas
ou comensalistas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Embora apenas parte das células microbianas do solo esteja ativa, estima-se
qgue cerca de 15 a 30% das bactérias e 10% dos fungos, possuem a capacidade de
exercer importantes papeéis como: decomposi¢cdo da matéria organica, producéo de

hamus, ciclagem de nutrientes e energia, fixacdo do nitrogénio atmosférico,



producdo de compostos responsaveis pela agregacdo do solo, decomposicdo de
xenobidticos, além do controle biolégico de pragas e doencas. De acordo com Witter
(1992), esses caracteristicas relacionadas a rapidez na resposta a perturbacdes
causadas ao solo conferem, aos microrganismos, a condi¢cdo de bons bioindicadores
da qualidade do solo.

A diversidade microbiana pode ser determinada através da tradicional técnica
de contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC), resultante da inoculacao
de diluicbes seriadas de uma suspensédo de solo, que permite avaliar a densidade
populacional de microrganismos cultivaveis (NANNIPIERI et al., 2007). Essas
avaliacOes sdo necessarias para estabelecer relagdes ecologicas que acontecem no
solo, também para mencionar fatores que associam no equilibrio microbiolégico e na
relacdo entre os diferentes grupos e espécies de microrganismos do solo (PEREIRA
et al., 1996).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar microbiologicamente
a qualidade ambiental do solo de um fragmento de floresta estacional semidecidual
montana no municipio de Corumbatai do Sul — PR, utilizando microrganismos como

bioindicadores.



10

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar microbiologicamente a qualidade ambiental do solo de um fragmento
floresta estacional semidecidual montana no municipio Corumbatai do Sul - PR,

utilizando microrganismos como bioindicadores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar a populacéo total cultivavel de bactérias aerébias e fungos em
amostras de solo em fragmento florestal;

e Quantificar microrganismos com capacidade de producdo de enzimas para
degradacédo de celulose;

e Comparacdo de dois sitios amostrais com caracteristicas ambientais

aparentemente distintas.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O solo é consequéncia dos processos intempéricos sobre as rochas, que
podem ser fisicos, quimicos e bioldgicos, onde os solos proporcionam diferentes
capacidades de retencdo de elementos organicos e inorgéanicos. A retencédo e a
movimentacdo de elementos solUveis sdo designadas pela textura e porosidade do
solo e pela caracteristica de cada superficie coloidal, a qual influenciara na
solubilidade e troca de ions por processos de adsorcdo-dessorcdo, devido a
complexacao e reacdo redox dos elementos ativos na solugcéo do solo, sendo que
essas caracteristicas sao influenciadas pela quantidade de matéria organica
existente e pela drenagem do solo (SILVA; GRIEBELER; BORGES, 2006).

Uma caracteristica comum de todos os solos é o desenvolvimento em
diferentes camadas quase horizontais, chamadas horizontes. Uma secéo vertical do
solo, expondo-as, é designada perfil. Logo, o perfil do solo exprime a acdo conjunta
de diversos fatores, e a sequencia de horizontes caracteriza o solo e determina-lhe o
valor agricola. O perfil é chave para a identificagdo das séries de solo. A camada
superficial, denominada horizonte A, em geral tem mais matéria organica e possuli
uma coloracdo mais escura. A camada seguinte, horizonte B, contem mais argila e é
diferente na coloracdo, em geral mais clara que a superficial. Abaixo da camada B
vem o horizonte C, constituido do material original, e o horizonte R, que é a rocha.
Quando a camada superficial apresenta caracteristicas mais afastadas do material
de origem, como as camadas organicas dos solos minerais, é considerado horizonte
O (BERTONI; LOMBARDI NETO, 2012).

A fracdo biolégica é um dos principais constituintes do solo. Essa fragdo é
constituida por comunidades de pequenos animais (mesofauna) e microrganismos
(microfauna e microflora). Algumas das propriedades dos solos séo resultantes da
atividade biologica, e as relacdes e interacbes entre diversas comunidades de
organismos do solo colaboram para o funcionamento do solo, e para diversos outros
processos que, por sua vez, estdo ligados a cadeia trofica (ARAUJO; HUNGRIA,
1994).

A raz&o da microbiologia do solo ter se desenvolvido rapidamente nos ultimos
anos talvez esteja no reconhecimento da importancia dos microrganismos para a

manutencdo do solo. A propria formacao do solo a partir das rochas € um processo
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gue conta com a participagdo dos microrganismos, da mesma maneira, todos 0s
processos de decomposi¢do de residuos organicos que resultam na ciclagem dos
nutrientes (ciclos biogeoquimicos) e na formacdo da matéria organica com
consequente sequestro de carbono que também séo realizados por microrganismos,
além destes, a biorremediacdo de poluentes, a degradacdo de agrotdxicos, a
formacao das associagBes micorrizicas entre fungos e plantas e a fixagédo biologica
do nitrogénio (FBN) por bactérias, entre outros (MENDES; REIS JUNIOR, 2010).

Entre os elementos da biota do solo, as bactérias e os fungos detém altos
valores de biomassa e metabolismo respiratorio, além de desempenharem
contribuicdo no processo de decomposi¢do da matéria organica, ao passo que uma
fauna variada desses dois grupos permite a degradacéao total de restos de plantas e
animais. Esta populacéo controla processos vitais e de reciclagem de nutrientes em
ecossistemas florestais, contudo, pouco se sabe a respeito da forma como essas
espécies de microrganismos vivos respondem as variagfes climaticas locais, como
também sdo poucos os conhecimentos dos padrbes de variabilidade espacial do
microclima dentro de floresta primaria tropical (SOUTO et al., 2008).

Dentre os fatores fisicos que mais afetam a comunidade edéafica esta a
temperatura, que influencia ndo sé as reacdes fisiologicas celulares, mas também
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente, tais como volume do solo, potencial de
oxirreducao, pressao, difusdo, tenséo superficial, estrutura da agua, que por sua vez
apresentam influencia direta no ambiente microbiano (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
As alteracdes nas populagcbes microbianas acontecem especialmente em
consequéncia de modifica¢cdes do pH, da umidade, da aeracédo, da temperatura e da
disponibilidade de nutrientes organicos e inorganicos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os microrganismos sao excelentes indicadores, porgue se relacionam com as
propriedades fisicas e quimicas do solo e sdo capazes a quaisquer modificacdes
neste sistema, além de serem relativamente simples de mensurar, sendo a
avaliacdo através de cultura em placas um procedimento de facil acesso e
satisfatério (ALVES, 2013). Segundo Losekann (2009), a contagem de
microrganismos no solo, apesar de ser vista com ressalvas, ajuda a entender os
processos que nele ocorrem e pode servir como indicador do impacto de diversas
atividades antropicas.

Para Moreira e Siqueira (2006) a populacdo bacteriana é estimada em

aproximadamente 10® e 10° unidades g ™ de solo, que pode alterar de acordo com a



13

técnica de contagem empregada e o tipo do solo. No solo estima-se que existam
mais de 800 espécies de bactérias, sendo que a maior parte pertence a ordem
Eubacteriales, que habitam as camadas superficiais, principalmente em particulas
organicas por ocasiao de degradacao da serrapilheira e na rizosfera. As bactérias de
maior ocorréncia no solo pertencem aos géneros: Pseudomonas, Bacillus,
Arthrobacter, Achromobacter, Flavobacterium, Xanthomonas e Micrococus, além dos
menos representativos, mas de grande importancia ao ecossistema: Nitrosomonas,
Nitrobacter, Ferrobacillus, Thibacillus, Hidrogenomas, Dessulfovibrio,
Methanoobacillus, Carboxidomonas, Rhizobium, Bradyrhizobium, Prosponia,
Azospirillum, Beijerinckia, Azotomonas , Derxia e outros géneros de vida livre no solo
(BRANDAO,1992). As diversas condi¢cbes do solo influem no crescimento das
bactérias, sendo uma das mais importantes o suprimento de oxigénio e de umidade,
temperatura, quantidade e natureza do substrato (BRADY, 1983).

Ja os fungos variam em tamanho, desde 0s microscoépicos até os grandes e
visiveis a olho nu, tais como os cogumelos. Especialmente em solos acidos, o0s
fungos contribuem com maior peso a matéria organica do solo, se comparado a
outros microrganismos (GRANT; LONG,1989). Os fungos podem suportar melhor as
condicdes de baixo pH quando comparados as bactérias. Além disso, acredita-se
que os fungos sdo mais eficientes na utilizagcdo do substrato do carbono, sendo os
decompositores dominantes dos estagios iniciais da degradacdo da serrapilheira
(BALDANI et al., 2000).

O habitat preferencial dos fungos é o de solos acidos, onde ha& menor
competicdo, ja que bactérias e actinomicetos sdo favorecidos por pH neutro e
alcalino. Podem ocorrer em solos com pH 2,0 e 9,0 ,dependendo da espécie
(PRIMAVESI, 2002). Segundo Garassini (1967) os fungos se encontram nos solos
muito difundidos, muitos deles vivendo de forma temporaria ou permanente. Sao
abundantes na época de maior temperatura e € possivel que a fermentacao
espontanea, dessa forma que vivem nos solos e logo sdo transportados pelo vento e
terra. Sua funcdo no solo é desempenhar um papel muito importante na
transformacao da matéria organica.

A massa microbiana € responsavel direta e indiretamente por processos
microbiolégicos e bioquimicos diversos, 0s quais exercem influéncia na
produtividade e sustentabilidade dos ecossistemas terrestres (SIQUEIRA et
al.,1994).
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Segundo Doran (et al., 1996 apud MENDES et al., 2006) o uso de
biondicadores da qualidade do solo para avalicdo da sustentabilidade ambiental é de
grande importancia. Esta qualidade pode ser definida como a capacidade do solo
qgue funciona dentro dos limites do ecossistema, pois 0S microrganismos tém a
capacidade da manutencdo de processos ecolégicos como a decomposicdo da
matéria organica, ciclagem de nutrientes, agregacdo do solo e controle de

patdgenos dentro do ecossistema.

! DORAN, J.W; SARNTOI, M.; LEBIG, M.A. Soil health and sustainability. Advances in Agronomy, San
Diego, v.56p1-4, 96.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado no municipio de Corumbatai do Sul-PR
situado na latitude 24° 08’ 12” e longitude 52° 08’ 13,3.

O municipio esta inserido no Terceiro Planalto paranaense e pertencente
tanto ao Planalto de Campo Mourdo como ao Planalto do Alto/Médio Piquiri, esse
municipio possui o relevo ondulado a fortemente ondulado, apresenta declividades
até 24 graus e solos inaptos ao uso agricola, associados a solos aptos do tipo
regular com problemas de eroséo (IPARDES, 2004).

De acordo com a classificacdo Climatica de Képpen-Geiger é do tipo Cfa: a
regido de Corumbatai do Sul pertence ao clima sub-tropical imido mesotérmico com
verfes quentes e geadas pouco frequentes, com tendéncia de concentracdo das
chuvas nos meses de verdo, sem estacdo seca definida e a média das temperaturas
dos meses mais quentes € superior a 22°C e a dos meses mais frios é inferior a
18°C. Os indices pluviométricos apresentam-se em média entre 1.600 mm e 1.800
mm por ano (CAVIGLIONE et al., 2000).

O municipio de Corumbatai do Sul possuia uma cobertura vegetal constituida
pela Floresta Estacional Semidecidual, que abrange as formacfes florestais das
regides norte e oeste do Estado do Parana, com altitude variavel de 800 m a 200 m,
exibindo floristica menos rica em relacdo as formagdes ombrofilas (RODERJAN et
al. 2002). A formagdo apresenta, como caracteristica importante, uma pouca perda
de folhas no periodo seco (EMBRAPA, 2011).

A geologia do municipio de estudo esta inserida na Bacia do Parana havendo
a Formacdo Serra Geral que pertence ao Grupo Sao Bento, dessa maneira a
formacdo € composta por vastos derrames de rochas magmaéticas, prevalecendo o
basalto (ATLAS, 2011). As rochas basalticas, ao se alterarem formam blocos de
rocha, formando escamas sendo comum nas encostas do municipio. Muitas vezes
as erosfes ressaltam na topografia as unidades de derrames, formando escarpas
com declividades acima de 20%, delimitadas por quebras de relevo (MINEROPAR,
2001).
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O fragmento florestal em estudo localiza-se em uma propriedade particular,
no municipio de Corumbatai do Sul-PR (Figura 1). Foram demarcados no fragmento
florestal dois sitios amostrais, sendo um no comeco da vertente que esta localizado
na latitude 24° 8'6.07" S e longitude 52° 8'28.99" O, que apresentava sinais de acao
antrépica e menor cobertura vegetal, com menos quantidade de serrapilheira e a
coloracdo do solo diferenciada, em relacdo ao outro sitio, que estava situado
aproximadamente 100 m mais alto que primeiro sitio. Este situado nas coordenadas
dentro da latitude 24° 8'8.26" S e longitude 52° 8'30.51"O (Figura 2).

Figura 1 - Vista do fragmento florestal em estudo no municipio de Corumbatai do Sul — PR.
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Figura 2 - Mapa de localiza¢&o dos sitios amostrais dentro do fragmento florestal em estudo no
municipio de Corumbatai do Sul - PR.

O fragmento florestal estudado apresenta caracteristicas de formacgéo
secundéaria, indicando que no passado possa ter sofrido exploragdo de madeira.
Observa-se também a presenca de algumas espécies exoticas invasoras, que nao
contribuem com a formacao florestal e recuperacdo de forma positiva.

A estatura média florestal esta em torno de oito metros, com a maioria dos
individuos vegetais com troncos finos, caracteristica de ser uma floresta jovem e em
estadio secundario de sucessédo (CAMPIOLO, 2014).

O fragmento florestal em estudo, foi classificado até o quarto nivel categdrico
como NEOSSOLO LITOLICO EUTROFICO (CAMPIOLO, 2014). Este solo é
conhecido pelo seu pequeno desenvolvimento, compreendem como solos rasos e
férteis e a soma dos horizontes sobre a rocha nado ultrapassam 50 cm de
profundidade. Além disto, encontrando-se horizontes O/A/Cr sobre a rocha alterada

com grande presenca de cascalho (EMBRAPA, 2011).

4.2 COLETA, ARMAZENAMENTO E PREPARACAO DAS AMOSTRAS
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Para o primeiro sitio amostral as coletas foram realizadas em marco e abril, ja
para do segundo sitio amostral a coleta foi somente no més de junho, todas no ano
de 2015, as mesmas foram realizadas com o auxilio de pa reta, régua (20 cm),
cavadeira articulada e cavadeira reta. Antes das coletas retirou-se a serapilheira e
todo material organico da superficie do solo. Os dois sitios amostrais tinham 15m2
(5mx3m). Dentro dos sitios amostrais retiraram-se cinco subamostras, sendo elas
com aproximadamente 10 cm de didametro e 20 cm de profundidade (Figura 3) em
duas linhas transversais ligando os quatro cantos da area amostral formando um “X”
(Figura 4).

3

Figura 3 - Profundidade das subamotras.

4 )

* L
. J/

Figura 4 - Distribuicdo das cinco subamostras nas areas amostrais.
Fonte: Alves, 2013. Adaptado.

Todas as cinco subamostras de cada sitio amostral foram homogeneizadas

separadamente por sitio, acondicionadas em sacos plasticos pretos (100L)
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devidamente identificados, totalizando uma amostra, e em seguida levadas ao
laboratério de Ecologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana Campus
Campo Mouréo para o processamento.

Em laboratério, espalhou-se o solo em bandejas plasticas brancas (70x40 cm
e 10 cm de altura), para a remocgéo de raizes, pedacos de madeira e folhas. Foi
peneirado com peneira de 2mm de malha, mantendo protegidas da luz, calor e
umidade. Ja para estabilizar a umidade, utilizou-se de cada sitio amostral 100g de
solo, dessa forma foi armazenado em estufa a 30 °C e pesado todos os dias até
estabilizar a perda de agua, sendo realizado em triplicata para cada sitio amostral.

Em seguida, realizou-se o procedimento de diluicdo em série das amostras
em triplicata. Uma aliquota de 10 g de cada amostra foi diluida em 90 mL de solucéo

salina (0,85% NaCL) estéril, mantendo sob agitacdo por 40min (Figura 5), sendo
esta diluicdo considerada 10t A partir desta diluicdo inicial foram feitas as diluicbes

10 até a 107 utilizando 1 mL da diluicdo anterior em 9 mL de solucéo salina (Figura
6) (ALVES, 2013).

Figura 5 - Preparacao das amostras de solo.
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Figura 6 - Diluicdo seriada de amostra de solo.
Fonte: Alves, 2013.

4.3 ANALISE MICROBIOLOGICA
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Resumidamente a Tabela 1 apresenta como realizou-se as analises

microbiolégicas.

Tabela 1 — Como foram feitas as analises microbioldgicas.

(continua)

Anélise Meio de Cultura Inoculacdes Repeti¢cdes Temp./

Contagem

Microbiologica Tempo na da

estufa

populacéo

Bactérias Meio Luria-Bertani 0,1ml das Cinco para 27°C

Aerdbias diluicdes 10™ cada por 48h

até10® diluicso

Bactérias Meio Luria-Bertani 0,1ml das Cinco para 27°C
cada por 48h contagem de

Produtoras de acrescido de 0,2% diluicdes 10

Celulase de até10® diluicdo

Carboximetilcelulose

Técnica de
contagem de
placas,
calculando-
se a média
de5
repeticdes
por diluicdo

Técnica de

placas,
calculando-
se a média
de5
repetices

por diluicdo
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Tabela 1 — Como foram feitas as analises microbiolégicas.

(concluséo)

Anélise Meio de Cultura Inoculacdes Repeticdes Temp./ Contagem
Microbiol6gica Tempo na da
estufa populacéo
Total de Meio Martin’s- 0,1ml das Cinco para 27°C por Técnica de
Fungos Bengala Agar diluicdes 10 cada diluicao (quatro a contagem de
% até10™ cinco dias) placas,
calculando-
se a média
de 5
repeticoes
por diluicdo

4.3.1 Total de Bactérias Aerbbias

Para o crescimento de bactérias aerdbias foi preparado o Meio Luria-Bertani,
0o mesmo foi autoclavado a 120°C por 15min, e vertido em placas de Petri,
inoculando-se 0,1ml das diluicdes 10 até 10°®. Para cada diluicdo realizou se cinco
repeticoes.

As placas foram incubadas, a 27°C, por 48h antes da primeira contagem. As
contagens foram realizadas diariamente até estabilizacdo do crescimento, que
aconteceu apos o terceiro dia. A contagem da populacdo de bactérias foi realizada
através da técnica de contagem de placas, calculando-se a média de cinco
repeticdes por diluicdo (ALVES, 2013).

4.3.2 Bactérias Produtoras de Celulase

As mesmas diluicdes citadas para Bactérias Aerobias foram inoculadas em
placas de Petri contendo o meio Luria-Bertani acrescido de 0,2% de

carboximetilcelulose, incubadas, a 27°C, por 48h antes da primeira contagem,
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realizou-se contagens diariamente durante trés dias quando foi obtida a
estabilizacdo do crescimento.

ApoOs estabilizacdo do crescimento, as placas foram imersas em solucdo de
vermelho congo (Img mL™) por 30 min e lavadas com solucdo de NaCl 1M
(REINHOL-HUREK et al.,1993). Foram apontadas positivas as coldnias que
possuiram, em volta de si, um halo transparente que quer dizer que a celulose esta
degradada (Figura 7). A contagem da populacéo de bactérias positivas também foi
realizada através da técnica de contagem de placas, calculando-se a média de cinco

repeticdes por diluicao.

Figura 7 - Placa de Petri contendo colénia com halo transparente em seu redor indicando
producéo de celulase.

4.3.3 Total de Fungos

Para avaliacdo da populagédo de fungos preparou-se o meio Martin's-Bengala
Agar. Tirou-se 0,1ml das diluicbes seriadas de 102 a 10™ e inoculado nas placas de
Petri, em seguida foram levados a estufa e incubadas por aproximadamente 4 a 5
dias a 27°C, a contagem de colonia foi feita todos os dias. A contagem da populagéo
de fungos foi realizada através da técnica de contagem em placas, calculando-se a
média de cinco repeti¢cdes por diluicdo (ALVES, 2013).
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi feita somente para as bactérias aerdbias e fungos.
Primeiramente, foi realizado a comparacdo entre as trés amostras de cada sitio
amostral utilizando a analise de variancia ndo paramétrica (teste de Wruskal Wallis).
Comparou-se o0s resultados de numeros de coldnias formadas entre os sitios
amostrais através do teste de Mann Whitney a 5% de probabilidade de erro. Utilizou-

se para as andlises o software Bioestat 5.0 (AYRES et al, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 BACTERIAS AEROBIAS

Verificou-se nos resultados de formacOes de coldénias que em bactérias
aerObias as trés amostras utilizadas no procedimento metodolégico, tanto no
primeiro sitio amostral quanto no segundo sitio amostral sdo estatisticamente
homogéneas e bem representativas entre cada local, respectivamente apresentando
(p) = 0,0806 e (p) = 0,7626 (Figura 8). Isso reforca a eficiéncia da metodologia
aplicada no sentido de representar significativamente uma area relativamente ampla,

por meio de microrganismos.

Colénias formadas de Bactérias Aerdbias Coldnias formadas de Bactérnias Aerdbias

10 250

g 200
Coldénias Colénias
1580

: : : : _ T =

A1 A2 53 E1 B2 B3
A B

Figura 8 - NUmero de colbnias formadas em triplicata nos dois sitios amostrais (A — primeiro
sitio e B — segundo sitio).

Observou-se ainda que no primeiro sitio amostral a diluicdo (10 mais
representativa apresentou 2,6x10° UFC/g de solo, logo revelou menos quantidade de
bactérias aerébias, comparando com outro sitio que a diluicdo (10™) foi a mais

representativa formando 2,4x10° UFC/g de solo (Figura 9).
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Figura 9 — Diferenca de bactérias aerdbias entre as médias dos dois sitios amostrais no
municipio de Corumbatai do Sul - PR.

Os valores obtidos na avaliagdo do segundo sitio amostral podem ser
resultantes do equilibrio microbiol6gico encontrado neste local, que aparentemente
sofreu menos acdes antrépicas e apresenta uma cobertura vegetal maior, com maior
quantidade de serapilheira e a coloracdo do solo diferenciada. Essas caracteristicas
locais podem ser relevantes quanto a quantidade de matéria organica, umidade e
um consequente nivel metabdlico do solo que reflita numa composi¢cdo mais rica em
microrganismos. Esta alta quantificacdo de diversidade microbiol6gica encontrada
geralmente é determinada por diversos processos e interacbes que modificam as
condicbes dos microambientes ocupados pelos microrganismos que, por
conseguinte, alteram as densidades das diversas populagbes na comunidade
(Siqueira et al.,1994).

De acordo com Miranda, Ferreira e Menezes (1997), a ocorréncia de matéria
organica e de material mineral pouco alterado nas camadas superficiais favorece a
maior aeragdo e disponibilidade de nutrientes, além de manter a umidade e
temperatura constantes, com consequente aumento na populagdo de bactérias,
refletindo nos valores observados para o segundo sitio amostral, visto que no

periodo de coleta o solo desta area apresentava cobertura vegetal.
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5.2 BACTERIAS PRODUTORAS DE CELULASE

Os resultados obtidos em relacdo as bactérias produtoras de celulase
também ndo foram muitos diferentes, pois os dois sitios amostrais se diferenciaram
(Figura 10). Observou-se das quarenta e cinco placas do primeiro sitio amostral,
somente nove placas tiveram crescimento de bactérias produtoras de celulase,
representando 20% de ocorréncia, dessa forma mostra a baixa frequéncia das tais
bactérias. J& no segundo sitio amostral obteve 35% de ocorréncia de bactérias de
produtoras de celulase, mostrando que nesse sitio apresenta aparentemente um
maior nivel metabdlico para esse ciclo biogeoquimico que envolve a degradacao de

celulase.

Bactérias Produras de Celulase do primeiro sitio Bactérias Produras de Celulase do segundo sitio

Quantidade
de Placasde

Bactérias
Quantidade de

Placas de
Bactérias

Produtoras
de Celulase

Produtoras de
Celulase

A B
Figura 10 - Diferenca em porcentagem de placas de Bactérias Produtoras de Celulase entre os

dos dois sitios amostrais no municipio de Corumbatai do Sul - PR (A — primeiro sitio e B —
segundo sitio).

Celulose é o polissacarideo mais abundante na natureza, representando a
maior parte do CO, fixado nas plantas, € insolivel em agua e considerado como
uma das Unicas fontes renovaveis de carbono (BEHERA et al., 2014). Este elemento
€ hidrolisado por um complexo enziméatico denominado celulase, sintetizado por
microrganismos celuloliticos (COELHO, et al., 2008). No presente trabalho, as
populacdes celulolitica foram diferentes entre os dois sitios amostrais avaliados.

Para RAMOS et al. (2012) este grupo bacteriano € fortemente influenciado pela
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cobertura vegetal do local, assim, é possivel justificar a maior ocorréncia no segundo
sitio.

A matéria organica vegetal é constituida basicamente de celulose, sendo o
constituinte mais abundante, representando 50% do lenho maduro, 10% das folhas,
35 % do caule e se relaciona com o tipo, quantidade e teor de argila influenciando no
total de carbono organico do solo. Assim, em solos argilosos aliado a celulose
apresenta o crescimento microbiano alto, principalmente na degradacéo inicial do
substrato e dos restos culturais (TAUK, 1990). Provavelmente no solo desse
fragmento os processos bioquimicos ocorrem no mesmo sentido e com essas
influencias, relacionando diretamente a quantidade de bactérias produtoras de
celulase a quantidade de matéria organica encontrada.

O numero de colbnias diferentes nos sitios amostrais, podem ainda ter sido
influenciados por questdes climatoldégicas como pluviosidade e temperaturas medias
mensais. Os periodos de coleta abrangeram a estacdo de outono, uma bem no
inicio (Marco) e uma bem no final (Junho). A segunda coleta ocorreu num periodo
mais seco e com temperaturas mais amenas, influenciando a microbiota celulésica
além da presenca de material organico. Corroborando com o trabalho de Facci
(2008) que encontrou essa mesma relagdo em seu experimento. Como a celulase
esta intimamente ligada a hidrolise da matéria organica, e consequentemente a
rizosfera atua sobre os microrganismos e espécie vegetal, portanto, o segundo sitio

amostral tem esses reflexos, assim justifica maiores atividades celuloliticas.

5.3 FUNGOS

Avaliando os resultados de formacgOes de colbnias de fungos, as trés
amostras usadas na metodologia, tanto no primeiro sitio amostral quanto no
segundo sitio amostral ndo séo diferentes dentro dos sitios, respectivamente
apresentando um (p)= 0,1418 e (p)= 0,1364 (Figura 11).
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Figura 11 - Nimero de colbnias formadas em triplicata nos dois sitios amostrais no municipio
de Corumbatai do Sul - PR (A — primeiro sitio e B — segundo sitio).

Observou-se ainda que no primeiro sitio amostral a diluicdo (10™) foi mais
representativa apresentando 1,44x10° UFC/g de solo, j4 o segundo sitio a diluicdo
(10 foi a mais representativa apresentando 2,09x10* UFC/g de solo. Referindo-se
a todas as diluicbes notou-se que os dois sitios amostrais sédo distintos quanto ao
namero de coldnias formadas, onde o primeiro sitio amostral teve uma média 50,80
colénias, contendo menor quantidade de fungos que o segundo sitio amostral, sendo

gue a média foi 74,22 coldnias formadas com valor p<0,05 (Figural?2).
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Figura 12 - Diferenca de Fungos entre as médias dos dois sitios amostrais no municipio de
Corumbatai do Sul - PR.

Os resultados alcancados no segundo sitio amostral podem ser decorrentes a
maior quantidade de raizes encontradas no local. Resultados semelhantes foram
obtidos por Pereira, Neves e Drozdowicz (1999) que mostraram que na rizosfera, de
modo geral, os numeros de UFC.g-1 de solo seco das populacdes fungicas foram
superiores aos numeros do solo nao-rizosférico, evidenciando o estimulo
diferenciado nas diversas populacdes da comunidade microbiana. O solo nédo
rizosférico possui baixos niveis de substratos organicos, além de apresentar um
ambiente fisico-quimico desfavoravel para o desenvolvimento de microrganismos,
gue podem estar ausentes ou manter-se, em grande maioria, em dorméncia gerando
um ambiente com baixa disponibilidade de nutrientes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A manutencdo de cobertura vegetal no solo é propicio aos fungos,
decompositores primarios de residuos vegetais na superficie do solo (CARNEIRO et
al., 2004), dessa forma as condicbes do segundo sitio amostral aparentemente
evidencia essa tal manutencéo.

Além disto, a composicao de plantas de determinada area pode influenciar a
diversidade da comunidade microbiana gracas a variabilidade da composicéo
guimica de seus exsudados (BRASIL; BALDANI; BALDANI, 2005).
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Pode-se notar que os resultados obtidos neste estudo em relacdo a bactérias
e fungos (Figura 13), ndo diferem dos obtidos por Souto (2002), que ao quantificar a
populacdo destes microrganismos em um solo de Reserva Particular do Patrimdnio
Natura pertencente a Fazenda Tamandud, localizada no municipio de Santa
Terezinha (PB), verificou que houve tendéncia de superioridade da populacdo de
fungos sobre a de bactérias. Esta condicdo encontrada por Souto (2002), foi
atribuida aos valores de pH do solo avaliado por ele, os quais foram &cidos,
oscilando entre 5,5 e 5,7, em todos os periodos de amostragem, favorecendo o
desenvolvimento dos fungos, podendo-se supor que o pH dos solos estudados
encontram-se em faixas acidas. De acordo com Campiolo (2014), o pH do fragmento
florestal é entre 56 e 7,0, o que representa condicBes Otimas para o
desenvolvimento das plantas e fungos. Solos com pH entre 5,6 e 7,0, como o de
Corumbatai do Sul, comumente tem reserva de minerais primarios que, com o0
intemperismo, liberam os cations basicos, célcio e magnésio, impedindo a
acidificacdo. O célcio e 0 magnésio costumam ser 0s cations dominantes nos solos
neutros ou poucos acidos e o potassio, nutriente mével, costuma apresentar-se em
quantidades quase sempre menores que as do calcio e o magnésio (LEPSCH,
2011).

MNimero de Coldnias

Total de Fungos Total de Bactérias
Aerobias

Figura 13 - Diferenca entre total de fungo e total de bactérias aerébias no municipio de
Corumbatai do Sul - PR.
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Diante dos resultados obtidos, € provavel que diferentes fatores influenciem
nas frequéncias dos microrganismos no solo, consequentemente as populacdes
podem variar em decorréncia desses. Esses fatores podem ser tipo de solo, da
vegetacao e das condicdes climaticas, podendo resultar em amplas alteracdes entre
ambientes diferentes. A biologia do solo compreende uma grande quantidade de
organismos que habitam dinamicamente e desenvolvem parcial ou integralmente
seus ciclos vitais no solo. Nesta dinAmica, seres vivos e ambiente solo afetam-se
mutuamente, e as condicdes sdo sempre modificadas, podendo favorecer ou
desfavorecer os préprios organismos ou o ambiente solo com reflexos em
fragmentos florestais, uma vez que as proprias plantas e animais também fazem
parte desse sistema (EIRA, 1992).

Ao avaliar indicadores quimicos, fisicos e bioldgicos, observa-se que 0s
fatores climéaticos geram alteracbes mais acentuadas na microbiota do solo (FACCI,
2008). Pressupde-se que no presente estudo que os fatores climéaticos e ambientais
num todo, devam ter influenciado nas diferencas entre os sitios, além disso, a
matéria organica, cobertura vegetal e a aparéncia do solo, também podem ter
provocado a diferenca entre os sitios amostrais. Assim, além da matéria organica
proteger diretamente as raizes, ela também influéncia as acentuadas variacbes na
temperatura e umidade dos solos e, indiretamente, tornando as condic¢des favoraveis
a micorrizacdo (ALMEIDA, 1985; GOULART, 1992). Também com o aumento de
teor de matéria organica no solo, acarreta alteracdes, no pH, no conteddo em
carbono organico do solo, no nitrogénio total, no fésforo disponivel e a CTC
(capacidade de troca de céations) em termos de célcio, magnésio e potassio
(LUTALADIO, et al. 1992)

Quando o solo esta protegido por cobertura vegetal densa e sistema radicular
abundante a dindmica do processo erosivo € menos intensa. Isto deve-se ao fato da
cobertura vegetal interceptar as os gotas de chuva, dissipando sua energia cinética
e reduzindo o impacto e a degradacdo do solo (CASSOL, 1981). Além disso, a
cobertura vegetal reduz a velocidade do escoamento das aguas superficiais pela
formacdo de barreiras mecéanicas e maior infiltragdo, gerada por uma melhor
estruturacdo do solo, o que diminui o transporte de sedimentos. Desta maneira, a
vegetacdo contribui diretamente para a preservacdo do solo e seus atributos e
indiretamente na conservacdo da biodiversidade, gerando beneficios sociais e
atenuando mudancas climaticas (BENEDITO, 2001; MONTEBELO et al, 2005).
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Ressalta-se a relevancia da descrigdo da comunidade microbiolégica bem
como da composicdo e diversidade de microrganismos nos ambientes. Varios
programas de monitoramento da qualidade do solo em paises europeus utilizam a
diversidade microbiana como bioindicadores de qualidade de solo (FACCI, 2008).
Apesar da importante fungdo dos microrganismos e seus processos na recuperagao
de areas degradadas, sdo raros os trabalhos que relacionam a qualidade do solo
com caracteristicas microbiolégicas, designadamente com a populacdo e
diversidade microbiana no Brasil (MELLONI et al., 2001).

A qualidade do solo pode ser definida como a capacidade do solo em
desempenhar a sua fungdo em um ecossistema para suportar plantas e animais,
resistir a erosdo e reduzir impactos negativos associados aos recursos agua e ar
(ISLAN & WEIL, 2000). Assim, a qualidade do solo consiste em um estado funcional
complexo e, portanto, ndo pode ser medida diretamente, porém pode ser inferida por
meio de propriedades do solo designadas como propriedades indicadoras da
gualidade do solo. Os estudos de microrganismos de solo podem servir de subsidio
justamente complementando as lacunas de informacao biol6gica sobre os diversos
sistemas, agregando caracteristicas ambientais, fisico-quimicas, geoldgicas entre
outras que podem ser componentes do que se define como qualidade ambiental.
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6 CONCLUSAO

O fragmento florestal em estudo apresenta diferenca entre os dois sitios
amostrais em relacdo a todas as andlises microbiolégicas. No entanto, o segundo
sitio amostral apresentou em todos o0s resultados em maior quantidade de
formacdes de colbnias, demostrando que esse local é mais propicio para 0s
microrganismos, pois aparentemente o local sofreu menos acdes antrépicas e
apresenta uma cobertura vegetal maior, com maior quantidade de serapilheira e a
aparéncia do solo diferenciada.

Para inferir sobre qualidade microbiolégica do solo a partir das formacdes de
colonias, pode-se afirmar apenas de forma descritiva das comunidades de
microrganismos. O fato de existir um ambiente mais rico microbiologicamente denota
uma possivel influencia ambiental de fatores que ndo foram especificamente
medidos nesse trabalho, mas que, de acordo com muitos autores, refletem mais

diretamente na composi¢do da microbiota do solo.
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