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RESUMO: Para minimizar os impactos causados pelo processo de degradacdo provocado
pela exploracéo petrolifera. utilizam-se espécies nativas rusticas, tolerantes aos periodos secos
e a baixa fertilidade do solo, e capazes de produzir grande quantidade de matéria orgénica em
reflorestamentos. A espécie Goiaba de anta (Bellucia grossularioides). Possui grande
importancia dentro do processo de recuperacdo. Objetivando estudar a diversidade bioquimica
de rizobactérias associadas a Bellucia grossularioides, em éreas nativas e reflorestadas, na
base de Urucu, Coari, AM, realizou-se o presente trabalho. Foram coletados solos rizosféricos
nas camadas 0-20 cm de profundidade nos periodos chuvoso e seco, em 14 4reas (7 areas de
mata, 4 &reas de jazidas reflorestadas e 3 areas de clareiras reflorestadas). A partir desses
solos foram obtidos 118 isolados bacterianos, os quais foram submetidos as seguintes
avaliagdes: UFC (unidade formadora de coldnia), caracterizagdo fenotipica, caracterizagdo
bioquimica associada a promoc¢fo do crescimento: producdo de acido indol acético (AIA),
sider6foros, citocininas e giberelinas e, a atividade enzimatica: fixacfo de nitrogénio (BFN);
atividades celuloliticas; proteoliticas e amiloliticas, solubilizagio de fosfato (SF) e fosfatase
4cida (FAC). Também foram estudados os pardmetros microbiolégicos do solo respiragio
basal (RB), carbono da biomassa microbiana (CBM) e quociente metabdlico gCO, , das trés
4reas em questdio. As variaveis de nivel populacional UFC, atributos microbiolégicos e Indice
de Shannon das areas mostraram que a mata nativa possui maior densidade e diversidade de
rizobactérias associadas a B. grossularioides, em ambos os periodos do ano. Os
microrganismos do ciclo do carbono estdo mais presentes nas areas de recuperagdo durante o
periodo seco. J4 no periodo chuvoso estdo mais presentes na area de mata. A fixagdio de
nitrogénio foi maior, nos dois periodos de coleta, nas areas de clareira. A avaliago da
atividade da fosfatase 4cida foi superior na 4rea de mata. Contudo, rizobactérias
solubilizadoras de fosfato ocorreram em maior densidade nas areas de jazida e clareira no
periodo seco e nas 4reas de mata e jazida no periodo chuvoso. Os testes bioquimicos
associados & promocdo do crescimento mostraram que de um modo geral as areas de mata e
clareira, apresentaram maior porcentagem de rizobactérias com essas caracteristicas em
ambos os periodos de coleta. Com a caracterizagdo fenotipica, foram determinados 43 grupos
fenotipicamente iguais entre isolados dentro de cada grupo. Os grupos funcionais de
rizobactérias ndo possuem os isolados pertencentes a uma mesma 4drea, mas sim, distribuidos
em todas as 4reas estudadas.

Palavras chave: Silvicultura, Diversidade Bioquimica, Rizobactérias, Atributos
Microbiolégicos, Reflorestamento.



ABSTRACT: To minimize the impacts caused by the process of degradation caused by oil
exploration. use native species are hardy, tolerant of dry periods and low soil fertility, and
capable of producing large quantities of organic matter in reforestation. The species of tapir
Guava (Bellucia grossularioides). It has great importance in the recovery process. Aiming to
study the biochemical diversity of rhizobacteria associated with Bellucia grossularioides in
native and reforested areas, on the basis of Urucu Coari, AM, was held this job. Rhizosphere
soils were collected in layers 0-20 cm deep in the rainy and dry in 14 areas (seven forested
areas, four areas of fields and wooded glades reforested areas 3). From these soils were 118
bacterial isolates, which underwent the following assessments: CFU (colony forming unit),
phenotypic characterization, biochemical characterization associated with the promotion of
growth: production of indole acetic acid (IAA), siderophores, and cytokinins gibberellins and
enzymatic activity: the fixation of nitrogen (BFN), cellulolytic activity, proteolytic and
amylase, phosphate solubilization (SF) and acid phosphatase (FAC). Also studied were the
Microbiological parameters of soil respiration (BR), microbial biomass carbon (MBC) and
metabolic quotient gCO2, the three areas concerned. The variables of population level UFC,
microbiological attributes and the Shannon index showed that areas of native forest has the
highest density and diversity of rhizobacteria associated with B. grossularioides in both
seasons. The microorganisms of the carbon cycle are more present in areas of recovery during
the dry season. In the rainy season are more present in the forested area. Nitrogen fixation was
higher in the two sampling periods, areas of clearing. The evaluation of acid phosphatase
activity was higher in the forested area. However, phosphate solubilizing rhizobacteria
occurred in greater density in areas of deposit and clearing during the dry season and in areas
of forest and field in the rainy season. Biochemical tests associated with the promotion of
growth showed that in general areas of forest and meadow, a higher percentage of
rhizobacteria with these characteristics in both collection periods. With the phenotypic
characterization, 43 groups were determined phenotypically identical among isolates within
each group. The functional groups do not have the rhizobacteria isolates belonging to the
same area, but distributed in all areas studied.

Keywords: Forestry, Diversity Biochemistry, Rhizobacteria, Microbiological Attributes,
Reforestation.
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1 INTRODUCAO

As atividades de prospeccio e producio de gas e petroleo na bacia de Urucu, AM pela
PETROBRAS, exige a abertura de um grande namero de clareiras na Floresta Amazonica. As
areas antropizadas sfo utilizadas para sondagens, descida de material, retirada do solo para
construgdo € manuteng@o de estradas e para instalag@o de pogo de extragdo de petroleo. Apods
a exploracfo, essas areas apresentam intenso processo erosivo devido & auséncia de manejo ¢
conservagdo dos solos e de cobertura vegetal que reduza o impacto das chuvas sobre o solo
desnudo (LEAL FILHO et al, 2003).

Para minimizar os impactos dessa exploraggo, se faz necessario o uso de técnicas para
recuperacdo de éreas alteradas, onde uma das alternativas € o uso de espécies nativas em
reflorestamentos, com o intuito de restabelecer o equilibrio antes existente nas 4reas
(FERRAZ, 1998). Nesse processo de reflorestamento, a maior dificuldade esta na obtengdo
de mudas e no estabelecimento delas no campo, sendo necessario sua produgio com
qualidade, quantidade e diversidade suficiente. Entretanto, a obten¢do de mudas de diversas
espécies do ambiente regional em quantidade suficiente para o plantio € o primeiro € um dos
principais pontos de estrangulamento dos programas de restauragio ecoldgica de determinada
area (SANTARELLI, 2004). Em ambito geral, para garantir o sucesso da recuperagio de
areas degradadas, € necessario selecionar espécies vegetais rusticas, tolerantes aos periodos
secos € a baixa fertilidade, e capazes de produzir grande quantidade de matéria orgénica e
sementes vidveis (CARNEIRO et al., 2005).

Dentre as diversas espécies nativas utilizadas na recuperagio de areas degradadas na
Amaz0nia, destaca-se goiaba de anta (Bellucia grossularioides L.). Salomio et al., (2007) em
seus estudos constataram que esta espécie tem bom desenvolvimento em areas degradadas da
Amaz0nia e apresentou maior taxa de crescimento em didmetro, seguida das espécies: fava
camuzé (Stryphnodendron obovatum) , muruci peluda (Byrsonima stipulaceae). Nesse mesmo
estudo, B. grossulariodes apresentou a terceira maior altura entre as 23 espécies nativas
usadas em reflorestamentos na regido.

Em relagdo ao uso dos nutrientes por espécies pioneiras na Amazénia, foi verificado
que B. grossularioides possui elevado teor de nitrogénio e fosforo na parte foliar,
representando niveis elevados desse nutriente na matéria orginica proveniente dos restos

vegetais dessa espécie que sdo depositados no solo (SANTOS Jr et al., 2006). Espécies com
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caracteristicas elevadas na taxa de crescimento (altura e didmetro), menor mortalidade,
elevado nivel de N e P t€m melhor aproveitamento na recuperacdo de areas degradadas,
influenciando no desenvolvimento dos novos e antigos reflorestamentos.

Bellucia grossularioides tem sido amplamente utilizada em programa de
reflorestamento em éareas alteradas por produzir elevado incremento de matéria orgénica,
através da deposiciio de folhas e ramos ricos em N e P. Porém, existem entraves ao uso da
espécie como dificuldades no seu estabelecimento inicial e na germinagio de sementes para
producio de mudas (SANTOS Jr et al, 2006), sendo necessario estudos que possibilitem o
uso massivo dessa espécie em programas de reflorestamento.

Por outro lado, o lento desenvolvimento das espécies nativas observadas em
reflorestamentos em areas impactadas negativamente, pode ser atribuido as alteracdes fisicas,
quimicas ¢ microbiologicas do solo. As perturbagGes sobre microrganismos podem ocasionar
mudangas no comportamento da microbiota da rizosfera € zona de influéncia da raiz
(MOREIRA; SIGUEIRA, 2006). Essa regifio € rica na produg¢fo de compostos que variam em
exsudados, secre¢des, mucilagens, mucigel e lisados (BAIS et al., 2006). A composigio e a
magnitude dos exsudados radiculares variam com o tipo de solo, idade e estado fisiolégico da
planta e com a disponibilidade de nutrientes que irdo influenciar a composi¢io da microbiota
do solo e conjuntamente com a intensidade dos metaboélitos das populagdes microbianas
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Na composi¢ao da microbiota, destacam-se as rizobactérias, as quais habitam a regio
ao redor da raiz e atuam em diferentes processos, como na ciclagem de nutrientes (chamados
de grupos funcionais do solo) e na promociio do crescimento da planta (chamados de
promotores de crescimento).

Dente os grupos funcionais, os microrganismos estdo envolvidos na ciclagem de
nutrientes do solo, como nitrogénio (diazotroficos, nitrificantes, desnitrificantes,
amonificadores), carbono (degradadores de polimeros de carbono), degradadores de celulose
(celuloliticos), amido (amiloliticos) e proteinas (proteoliticos) envolvidos no ciclo do N e C, e
os envolvidos no ciclo do foésforo como os solubilizadoras de fosfato (fosfatases) (TORSVIK;
OVREAS, 2002; ANDRADE, 2004).

Os grupos funcionais de microrganismos do solo estdo presentes em diversos ambientes
¢ interagem diretamente com as raizes das plantas, participando direta ou indiretamente da
nutricdo e, consequentemente de seu crescimento (MATSUMOTO et al., 2005). A grande

diversidade de espécies em um grupo funcional é um mecanismo para assegurar a
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continuidade dos processos biologicos, onde a perda de uma espécie € compensada pela
presenca de outras, que desempenham a mesma fungio no sistema. Participando assim
intensamente nos ciclos biogeoquimicos do solo e na recuperagdo de areas degradadas
(KENNEDY, 1999).

As rizobactérias além de estarem envolvidas na ciclagem de nutrientes, podem
promover o crescimento de plantas e por isso sdo chamadas rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas RPCPs. As PRCPs podem atuar diretamente na promogdo do
crescimento como biofertilizadoras, fitoestimuladoras, remediadoras e por redugio de estresse
da planta (KAMILOVA et al, 2006). Esses microrganismos podem ser utilizados em
reflorestamentos por atuarem aumentando a taxa de germinagfio das sementes € o crescimento
radicular, melhorando o desenvolvimento da parte aérea e, consequentemente,
proporcionando maior rendimento da planta. Essas promog¢Oes devem-se a habilidade de
certas rizobactérias em solubilizar e aumentar a absorg¢do de fosforo, fixar o nitrogénio,
produzir sideréforos que sequestram ferro, oxidar o enxofre e produzir compostos analogos a
horménios vegetais, como éacido-indol-acético (AIA), giberelinas, citocininas (CARDOSO;
FREITAS, 1992; CATELLAN, 1999; ZAGO et al., 2000).

Patten e Glick, (2002) estudando o mecanismo de promogio de crescimento constatou
que a produgdo de auxina, citocininas e giberelinas atuam diretamente nessa promogio. Outro
mecanismo direto pode ser através da maior disponibilidade de nutrientes na rizosfera por
meio da solubilizacdo de formas indisponiveis de nutrientes e / ou a produgio de sideréforos
(GLICK, 1995; RODRIGUESZ; FRAGA, 1999).

Hariprasad e Niranjana (2009) isolaram e caracterizaram rizobactérias solubilizadores
de fosfato, das 37 amostras de solo rizosférico, dos isolados obtidos, 43 foram solubilizadores
de fosfato.

Chaiharn ¢ Lumyong, (2009) observaram que dentre 216 isolados selecionados in vitro
para atividades de promogfo do crescimento de plantas, como solubilizagio de fosfato
inorgénico e produgio de amdnia (NH3), 100% dos isolados solubilizaram fosfato inorganico
e 77,77% produziram NH;.

Estudos usando pardmetros microbiolégicos como RPCPs e grupos funcionais do solo
pode ajudar no estabelecimento de espécies que serdo utilizadas no reflorestamento, tanto na
fase de viveiro quanto na fase inicial no campo. Portanto, este trabalho teve por objetivo
estudar a diversidade bioquimica de rizobactérias associadas a Bellucia grossulariodes, em

areas nativas e reflorestadas, na base de Urucu, Coari, AM.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 REFLORESTAMENTO

Durante as ultimas décadas, a Amazdnia vem perdendo area de floresta para pastagens,
exploragdio predatéria de madeira, plantios de grdos e exploragdo de petroleo e minérios
(TONINI et al., 2005), que vém provocando a degradagfio dessas areas e obrigando o homem
a tomar medidas de recuperag@o, como os reflorestamentos (GARRIDO, 1981). No entanto, a
caréncia de conhecimentos cientificos sobre o comportamento e o crescimento das espécies
nativas, assim como predomindncia fatores microbioldgicos nas diferentes condi¢des
edafoclimaticas da regifo, sdo também apontadas como dificuldades ao aumento da area
reflorestada na Amazénia (MAGALHAES et al., 1980).

O estudo cientifico sobre recuperacdo, a partir de reflorestamento, tem sido considerado
como o ponto de partida do processo de recuperagiio de areas degradadas, sendo que esse
processo € entendido como um conjunto de agdes, visando proporcionar o restabelecimento
de condigbes de equilibrio e sustentabilidade, existentes nos sistemas naturais (DIAS;
GRIFFITH, 1998; BARBOSA, 2003).

Blum (1998) considerou que a degradagdo por remog3o da camada vegetal pode ser
entendida como a perda ou reducgio da energia do solo, configurando uma mudangca do estado
de equilibrio, de maior para menor energia, onde os processos biolégicos sdo alterados em
alguma intensidade, isso indicado que quanto mais intensa for a acfo destruidora sobre a
vegetagdo, alterando ou eliminando a ciclagem de nutrientes, maior serid a dificuldade
para sua recuperacdo ou para a recuperacgdo dos processos biologicos. Segundo Arato (2003),
nem sempre € possivel o retorno de um ecossistema degradado a sua condi¢io original
devido, entre outras causas, ao estado de degradacio a que foi submetido. Um ecossistema
degradado € aquele que apos disturbios, teve eliminado com a vegetagdo, os seus meios de
regeneracio bidtica. Seu retorno ac estado anterior pode n3o ocorrer ou ser bastante lento.
Nesse caso, a ac¢lo antrOpica € necessaria para a sua regeneragio em curto prazo
(CARPANEZZ] et al,, 1990).
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Uma das estratégias usada pelo homem na recuperagdo de areas antropizadas € a
reposicdo do horizonte superficial organico do solo, o que favorece a disponibilidade de
nutrientes para o restabelecimento de plantas e microrganismos, acelerando assim 0 processo
de recuperag@o do solo (PFLEGER et al., 1994) ‘O ponto importante para a recuperagdo da
area degradada € a recolocacdo dos nutrientes essenciais que foram perdidos por erosio ou
lixiviagdo com a retirada da vegetacdo. No caso das florestas, estas sdo sustentadas por solos
muitas vezes pobres, sendo a vegetagdo mantida pela ciclagem de nutrientes que € a principal
reserva mineral. Quando a vegetacio € retirada e o ciclo € interrompido, a Ginica reserva € a do
solo, que ndo tera mais a adi¢do de nutrientes e matéria organica (BARLOWA et al., 2007).

A matéria orginica afeta diretamente as caracteristicas biologicas do solo, atuando
como fonte de carbono, energia e nutrientes para os microrganismos. A ciclagem de
nutrientes em ecossistemas florestais, plantados ou naturais, tem sido amplamente estudada
com o intuito de se obter maior conhecimento da dindmica dos nutrientes (FASSBENDER,
1985).

A importancia da producio de massa verde, em ecossistemas florestais, estsd na
compreensdo dos reservatorios e dos fluxos de nutrientes, os quais constitui-se na principal
via de fornecimento de nutrientes, por meio da mineralizacdo dos restos vegetais e
desempenham importante papel na formacio e manutengdo da fertilidade destes solos e,
conseqiientemente, de nutrientes para o solo degradado (BARLOWA et al., 2007).

Muitos avangos tém sido verificados nos ultimos anos, no que diz respeito a
reflorestamento envolvendo principalmente a dindmica dos microrganismos na recuperacio
com espécies nativas (RODRIGUES; GANDOLFI, 1998; BARBOSA, 2000; SORREANO,
2002). apesar de existirem muitos modelos de repovoamento florestal com espécies nativas
para recuperacgdo de areas degradadas, nenhum deles pode ser considerado ideal para todos os
casos de degradagdo e todas as regides, face ao grande nimero de varidveis que podem

interferir no desempenho das espécies, em um determinado local (BARBOSA, 2000).
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2.2 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS (RPCPs)

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) s3o bactérias que vivem
na rizosfera, zona influenciada pelas raizes das plantas, € que promovem crescimento quando
associadas numa relacio ndo simbidtica (NEHL et al, 1996). A rizosfera favorece as
atividades microbianas liberando compostos organicos, ricos em aguicares, aminoacidos,
acidos orginicos e outros, presentes nos exsudatos, secrecdes, mucilagens e mucigel
(CARDOSQ; FREITAS, 1992; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Os géneros bacterianos que mais se destacam como promotores de crescimento sfo:
Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Azospirillum e Azotobacter (ZAADY et al, 1993;
RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Em sua maioria, essas bactérias sio Gram-negativas
(KLOEPPER, 1993).

A atuac@o das RPCPs na planta pode ser através do aumento na taxa de germinag@o das
sementes € no crescimento radicular, melhorando o desenvolvimento da parte aérea (ZAGO et
al., 2000). Essas promogGes devem-se a habilidade de certas rizobactérias em solubilizar e
aumentar a absor¢do de fosforo, fixar o nitrogénio, produzir sideroforos que sequestram e
disponibilizam ions férricos, oxidar o enxofre e produzir compostos analogos a hormonios
vegetais, como acido-indol-acético (AIA), giberelinas, citocininas e 1-aminociclopropano-1i-
carboxilato (ACC) (CARDOSO; FREITAS, 1992; CATTELAN, 1999).

As rizobactérias também podem atuar como agentes de controle biologico, através da
sua capacidade de producdo de antibidticos (FREITAS; PIZZINATTO, 1997). Portanto, a
introducdo de RPCPs no solo traz beneficios diretos para o desenvolvimento da planta e, ao
mesmo tempo, € uma alternativa de cultivo com menor uso de insumos agricolas (KUREK;
JAROSZUK-SCISEL, 2002) Em plantas de reflorestamento, um dos beneficios é a
diminui¢do do periodo em que a muda € mantida no viveiro (BORGES et al., 2000). Para
essas plantas seria aconselhdvel que a inoculaciio das bactérias fosse feita no substrato de
modo que, a colonizagdio da rizosfera e o beneficio ocorressem o mais cedo possivel
(CHANWAY et al., 2000; STURZ; NOWAK, 2000).

As RPCPs tém sido citadas numa série de trabalhos como beneficiadoras de espécies
vegetais, inclusive florestais. Sendo uma das alternativas para melhorar o estabelecimento das

plantas e consequentemente a recuperacdo das areas degradas, seja diretamente como



17

promotoras de crescimento, seja como agentes de controle biologico de fitopatégenos

(FREITAS; AGUILLAR-VILDOSO, 2004).

2.3 GRUPOS FUNCIONAIS

Os microrganismos estdo diretamente envolvidos na ciclagem dos nutrientes no solo
e, a avaliacdo e caracterizacio de determinados grupos microbianos nos levam a entender
como os processos bioquimicos no solo estdo ocorrendo (BROOKES, 1995; SILVEIRA et al.,
2006), além de servirem como indicadores do impacto de diferentes atividades antropicas.
Com isso, destaca-se a importincia dos microrganismos € seus processos no funcionamento e
equilibrio de ecossistemas (BROOKES, 1995).

Perry et al. (2004) relatam que um solo com alta diversidade de organismos de
diversos grupos apresenta maior capacidade de manter os processos ecologicos em equilibrio
ap6s um distarbio, resultando assim na maior capacidade de recuperagio desse ecossistema. A
avaliagdo dos grupos funcionais de microrganismos pode ser usada como bioindicadores na
rizosfera (ANDRADE et al., 2004).

Os microrganismos do solo podem ser classificados em grupos funcionais de acordo
com os processos biologicos que realizam no ecossistema. Microrganismos envolvidos no
ciclos do nitrogénio (diazotroficos, nitrificantes, desnitrificantes, amonificadores) e carbono
(degradadores de polimeros de carbono), na degradagio da celulose (celuloliticos), amido
(amiloliticos) e  proteinas (proteoliticos) e aqueles envolvidos no ciclo do fosforo
(solubilizadores de fosfato inorgénico) sdo exemplos de grupos funcionais (TORSVIK;
OVREAS, 2002; ANDRADE et al., 2004). Dentre esses ciclos, os do carbono, nitrogénio e
fosforo, podem ser considerados mais importantes, porque estdo envolvidos diretamente com
os nutrientes que as plantas necessitam em maior quantidade para sua nutricio e crescimento
(ANDRADE et al., 2004).

A ac8o dos grupos funcionais de microrganismos se d4 através de enzimas na
microbiota da rizosfera e estas atuam na decomposi¢io de material vegetal que se apresenta
depositado através de folhas mortas, galhos, frutos e flores, que se acumulam na superficie do
solo, ¢ forma uma camada de detritos orginicos. A atividade enzimatica varia tanto com a

época do ano quanto com o tipo de restos vegetais. Isso indica que a atividade das enzimas no
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solo depende da qualidade do substrato sobre o qual atua (DOYLE et al, 2006) e, as
enzimas produzidas por esses microrganismos desempenham papel fundamental na ciclagem
de nutrientes. Elas podem estar presentes em forma livre (exoenzimas produzidas e excretadas
por microrganismos), ligada as estruturas celulares ou mesmo endoenzimas, que foram
liberadas no solo apos a morte e ruptura da célula (BADIANE et al., 2001).

As propriedades biologicas do solo determinam o estabelecimento e a produtividade
das plantas e, a atividade microbiana pode ser avaliada através de parametros biolégicos como
a acgdo de grupos funcionais do ciclo do C, N e P (DE LUCA e KEENEY, 1993; PASCUAL
et al, 2000). Estudos da diversidade microbiana em solos frequentemente enfocam as
mudangas na estrutura da comunidade apds situagBes de estresse ou alteragSes de manejo,

porém poucos s3o os trabalhos abrangendo os grupos funcionais do solo (MIYAUCH]I, 2007).

2.4 ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS

A qualidade do solo refere-se a capacidade deste em sustentar a produtividade biologica
dentro das fronteiras do ecossistema, mantendo o equilibrio ambiental e promovendo a satide
de plantas e animais e do préprio ser humano (DORAN et al, 1996 ; SPOSITO; ZABEL,
2003). As praticas ¢ manejos inadequados t€m levado os solos do mundo todo & degradacio e
conseqiientemente 4 perda de qualidade. Portanto, a perda da qualidade do solo, além de um
componente a ele inerente, determinado por suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
(DORAN; ZEEIS 2000).

Karlen et al. (2003) explicam que as praticas de manejo que adicionam ou mantém
carbono orgéinico no solo parecem estar entre as mais importantes para restabelecer, manter
ou melhorar a qualidade do solo. Influéncias antrépicas podem alterar a diversidade e a
funcionalidade dos microrganismos no solo (KENNEDY, 1998). A rela¢io entre diversidade
microbiana e qualidade do solo tem sido muito discutida, mas ndo foi ainda completamente
definida (ROGERS; TATE III, 2001). Dentro desse contexto de qualidade do solo e na
recuperagdo dos mesmos, a matéria orgénica tem grande importncia, pois o actimulo de
matéria orgénica no solo tem como principal responsavel a deposi¢do de materiais orgénicos
no solo provenientes da vegetacdo, formando o que chamamos de serrapilheira. Das variaveis

climaticas, a precipitac@o e a temperatura sdo as que exercem maior influéncia na formacgo da
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serrapilheira. Portanto pode se concluir que o tipo de vegetagio e as condigdes ambientais s3o
fatores determinantes da quantidade e qualidade do material que cai no solo, determinando a
heterogeneidade e a taxa de decomposi¢do do material depositado na superficie (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2002).

A importancia da matéria orginica do solo (MOS) aumenta em ecossistemas de floresta
tropical, que apresentam solos pobres em nutrientes e onde a vegetagio depende em grande
parte da reciclagem de nutrientes contidos nos detritos vegetais (HERRERA , 1985).

O processo de decomposi¢iio da matéria orgnica tem grande influencia da biomassa
microbiana (BM) € a parte viva da matéria orginica do solo e funcionalmente, atua como
agente de transformac@o da matéria organica no ciclo de nutrientes ¢ no fluxo de energia,
representando um importante compartimento de armazenamento de carbono e nutrientes no
solo de agroecossistemas (WARDLE, 1992).

O estudo da biomassa microbiana e sua atividade no solo tém implicagBes importantes
na agricultura, pois estes s3o indicadores sensiveis as mudangas decorrentes do uso do solo. A
biomassa microbiana ¢ considerada a parte viva e mais ativa da matéria orgénica do solo,
constituida por fungos, bactérias, actinomicetos, protozoarios, algas e microfauna (DE-
POLLIL, GUERRA, 1999). Mudancas significativas na quantidade de biomassa podem ser
detectadas muito antes que alteragbes na matéria orgnica total possam ser percebidas,
possibilitando a adogdo de medidas de corregio antes que a perda da qualidade do solo seja
mais severa. A respiragio basal (RB), também denominada carbono prontamente
mineralizavel, ¢ um dos métodos mais utilizados para avaliar a atividade metabolica da
populagdo microbiana do solo.

A RB do solo reflete tanto a atividade de microrganismos aerébios quanto anaerdbios e
depende do estado fisiologico da célula, pois é influenciada por diversos fatores do solo, tais
como umidade, temperatura e disponibilidade de nutrientes (ALEF, 1995).

A combinagdo das medidas de carbono da biomassa microbiana (CBM) e RB fornecem
a quantidade de CO2 liberada por unidade de biomassa, denominada quociente metabolico ou
respiratério (qCO2). O gCO2 indica a eficiéncia da biomassa microbiana em utilizar o
carbono disponivel para biossintese, sendo indicador sensivel para estimar a atividade
biologica e a qualidade do substrato depositado no solo, assim como, pardmetro de avaliacio

da recuperaggo de um solo degradado (SAVIOZZI et al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO E COLETA

As é4reas de coletas pertencem & base petrolifera da PETROBRAS S/A, denominada de
UNBSOL (Unidade de Negocios da Bacia do Solimdes), localizada as margens do Rio Urucuy,
no municipio de Coari, distante cerca de 650 km de Manaus/AM. O local do experimento,
apresentou os seguintes dados meteorolégicos em 2008, nos messes das coletas (TABELA 1):

Tabela 1 — Dados de Precipitacdo do periodo seco e chuvoso, Temperatura média,

Umidade relativa (%), em &4reas de mata nativa, clareira e jazidas
reflorestadas, nos periodos chuvoso e seco, da Base Petrolifera de Urucu,

Coari-AM, 2008.
SECO (Junho) CHUVOSO (Dezembro)
oo gﬁ?ﬂ?ﬂ?’ 98,80 331,80
TEMMEPS&A({E?A 25,82 26,40
RE%AFE%) 78,71 80,90

Fonte: INMET, 2008 (Instituto Nacional de Meteorologia).

Foram coletados nas camadas de 0-20 cm de profundidade, solos rizosférico da espécie
goiaba de anta (B. grossularioides L), no periodo seco (junho de 2008) e chuvoso (dezembro

de 2008), em 14 areas, descritas a seguir:

Sete areas de mata (matas adjacentes as clareiras 01, 02 e 03 e matas adjacentes as

jazida 02, 19, 22 e 60) descritas como florestas de terra firme, sempre verde e com dossel
fechado.

Quatro areas de jazidas reflorestadas (jazidas 02, 19, 22 e 60); descritas como areas

reflorestadas nas quais foram retirados os horizontes A e B (utilizados para construggo civil).
Essas areas foram as que sofreram maior nivel de impacto durante a exploragio e com onze
anos em recuperagio.

Trés areas de clareiras reflorestadas (clareiras 01, 02 e 03); descritas como areas na

quais a vegetacdo foi retirada para dar acesso a equipamentos e pessoas as areas de explora¢io

petrolifera e possui em média quatro anos em recuperagio com reflorestamento.
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Tabela 2 — Dados de fertilidade do solo das areas de mata nativa, clareira ¢ jazidas reflorestadas, da Base
Petrolifera de Urucu, Coari-AM, 2008.

Area | Prof. | pH | P K | Na Ca CatMg Al H+Al| N
cm dgua mg/dm3 cmol/dm3 gkg
Mata 0-5 459 81,63 21,88 0,71 1,13 324 10,79 049 4257
Clareira  0-5 313 8252 2628 2.7 332 252 618 832 2374
Jazida 0-5 .16 .-6256. 1963 228 277 406 885 " 023 2332
Fonte: Laborat6rio de solos ufra.

3.2 TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL COLETADO

O material coletado foi transportado em sacos plasticos, estéreis, acomodados em isopor
de 60L e enviado para o Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal Rural da
Amazbnia (UFRA), Belém/PA. Os solos foram mantidos por até duas semanas sob

refrigeracéio a =4 °C.

3.3 ISOLAMENTO, SELECAO E PRESERVACAO DAS RIZOBACTERIAS

Para o isolamento das rizobactérias, foram pesados 10 gramas de cada amostra de solo
e diluidas em 90 mL de solugo salina estéril (NaCl 0,85%). A solucdo de solo obtida foi
agitada por 10 minutos até se tornar uma suspensio homogénea. Posteriormente, cada
suspensdo foi submetida ao método de diluigio seriada, até a concentragio de 10
plaqueando-se 100p1 da suspens@o de solo em placas de Petri contendo meio 523 de Kado;
Hesket (1970) e espalhada com auxilio de al¢a de Drigalski. As bactérias foram incubadas a
28°C e apbs 24 horas foi realizada a contagem das colonias na diluicio onde as mesmas
encontravam-se isoladas e passiveis de serem contadas. O nimero de UFC g™ solo foi obtido
pela férmula: UFC = nimero médio de coldnias x fator de diluigio x 10. A selecdo das
colonias foi realizada com base na observagio da morfologia dos isolados. Os isolados
obtidos foram preservados em microtubos (1,5 mL) contendo glicerina a 10% e armazenados

sob refrigeracdo a 5°C.



22

As rizobactérias isoladas foram submetidas & caracterizagdo fenotipica: tempo de
crescimento das colonias, teste Gram/teste de KOH, formato da colénia, coloragio,
morfologia celular e fluorescéncia; caracterizagdo bioquimica associada a promogdo do
crescimento: producdo de acido indol acético (AIA), sideréforos, citocininas e giberelinas. e
atividade enzimatica: fixacdo de nitrogénio (BFN); atividades celuloliticas; proteoliticas e
amiloliticas, solubilizacdo de fosfato (SF) e fosfatase acida (FAC).

Foram estimados os pardmetros microbiolégicos respiragido basal (RB), carbono da
biomassa microbiana (CBM) e Quociente metabdlico (gCO?), das trés areas anteriormente

descritas.

3.4 DETERMINACAO DOS ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS

3.4.1 Determinacio do carbone da biomassa micrebiana (CBM)

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi determinado pelo método da fumigagio-
extragdo (VANCE et al., 1987). Para cada amostra, foram pesadas duas sub amostras de 25¢g
cada, sendo uma amostra fumigada e a outra nio fumigada que foi utilizada como controle.
Para a fumigagdo utilizou-se um dessecador contendo um becker com cloroférmio. O
cloroférmio foi evaporado sob o vacuo. Apds um periodo de 24 horas, procedeu-se a retirada
do residuo de cloroférmio do dessecador. Apos a fumigacio, ambas as amostras receberam
entdo, 40 ml de K2S04 0,5 mol L-1, sendo agitadas por 30 minutos. A suspensio resultante
foi filtrada em papel filtro Whatman n° 1. O carbono orgénico dos extratos foi determinado
pela digestdo de 10mL do filtrado com 1 mL K2Cr207 e 10mL de uma mistura de H2SO4 e
H3PO4 concentrado (1:1), em erlenmeyers de 50mL. Apds de resfriadas, as amostras
receberam 10mL de H20 deionizada. O excesso de K2Cr207 foi determinado por titulagiio
com sulfato ferroso de amonio, utilizando-se difenilamina como indicador. Para saber a
quantidade de dicromato consumida fez-se uma digestio em branco, utilizando todo o
processo sem solo. O carbono orgénico extraido de cada amostra foi determinado da seguinte

maneira:

CBM = (F — NF)/ Kc), Onde:

F= amostras fumigadas;
NF = amostras nfc fumigadas;
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Kc = coeficiente de corregdo 0,30 proposto por Feigl et al. (1995).
Os resultados foram expressos em: mg C g ' solo

3.4.2 Respiracio Basal

A respiragdo basal (RB) do solo foi determinada através da quantificacdo de dioxido de
carbono (CO;) liberados no processo de respiracio microbiana, durante 10 dias de incubagio.
Das amostras coletadas retirou-se o equivalente a 25g de solo, que foram encubados em
frascos de vidro com tampa vedante, contendo um frasco com 10 mL de solugio de NaOH
0,05 M para absorver o CO; liberado do solo.

Ap6s 24 horas de incubacio a 28 ° C retirou-se o frasco com a solugdo de NaOH e
adicionou-se 1 mL de BaCL; e trés gotas de indicador fenolfialeina. A quantidade de CO,
liberado do solo foi determinado apés titulagdo do excedente de NaOH com solugiio de HCI

0,05 M. O calculo da respiracéo utilizou-se o seguinte calculo:

CO; (mg) SS/t=(Vo-V) *1.1) ) Ps, onde:

SS = Peso de solo seco.

t = tempo de incubagdo (horas)

Vo = Volume de HCl usado para titulagdo de testemunha sem amostras (mL)
V = Volume de HCI usado para titulagdo da amostras de solo

Ps = peso seco de 1 grama de solo umido

1.1= fator de conversdo (1 mL 0.05 M NaOH = 1.1 mg CO,)

Resultados expressos em: mg CO; g~ solo h?

3.4.3 Determinacio do quociente metabélico (¢CO,)

O quociente metabdlico foi determinado como proposto por Anderson & Domsch,
(1993) na qual a 0 gCO; e obtido da razio entre (respiraggo basal):( biomassa microbiana).

Os resultados foram expressos em: pug CO,/ pg C g™ solo h™?
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3.5 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Para caracterizacdo fenotipica, as colOnias bacterianas foram crescidas por 24 horas

em meio 523 de Kado e Hesket (1970). Foram realizados os métodos de coloragdo gram e o
teste de solubilidade em KOH 3%, para diferenciar bactérias Gram-positivas ¢ Gram-
negativas. A morfologia da col6nia foi feita por esfregaco, coloracdo e visualizagdo em
microscopia de luz (100 x) (ROMEIRO, 2001). Para o tempo de crescimento dos isolados, as
colonias foram classificadas em: crescimento rapido (um dia); crescimento intermediario
(dois dias) e crescimento lento (trés dias).

Para a determinacdo das caracteristicas morfologicas foi usada a classificagio utilizada
por Klement et al., (1990). Descrita a seguir:

Cor da colonia: branca, creme, creme escuro, amarelo, amarelo-escuro, vermelha;

Forma: puntiforme, circular, irregular, rizoide, fuso;

Elevac8o: achatada, elevada, convexa, ondulada;

Superficie: lisa, rugosa;

Bordo: inteiro, ondulado, lobado, erosado;

Consisténcia: viscosa ou pegajosa, seca, aquosa, gomosa.

3.5.1 Avaliacio de florescéncia das colonias

A capacidade de produzir pigmento fluorescente, foi realizada em placas de Petri
contendo meio B de King, onde as rizobactérias foram semeadas e incubadas por 24 horas a
28°C. Ap6s esse periodo, as coldnias foram examinadas em cimara escura, sob luz
ultravioleta com comprimento de onda de 365 nm. A presenca de fluorescéncia caracterizou o

isolado como produtor desse pigmento (MARIANO; KLOEPPER, 2000).
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3.6. CARACTERIZACAO ENZIMATICA

Para cada tipo de caracterizagdo enzimética foram usados meios especificos, sendo
semeados cinco isolados bacterianos por placa, através de replica plite, em duplicata e

procedendo as seguintes avaliagdes:

3.6.1 Isolados amiloliticoes

A determinagio dos isolados amiloliticos, foi verificada em meio especifico para
produc@o de amilase (amido soluvel 10g; extrato de levedura 0,1g; MgSO4..7H,O 0,05g ;
KH,PO4 1,5g ; NH4NO3 0,1g ; agar bacteriologico 15g ; NaCl 0,85% 50 mL; extrato de solo
950 mL (substituiu a 4gua destilada). As bactérias foram incubadas a 28°C e ap0s trés dias foi
realizada a avaliacdo da produgdo de amilase pelos isolados, adicionando-se uma solucdo de
lugol 10% sobre as colonias € observado a presenca ou auséncia de halo de degradagdo. As
colonias bacterianas onde os halos foram destacados ao seu redor, devido a reacdo do meio

com o iodo presente no lugol, foram consideradas positivas para produc¢ic da enzima amilase.

3.6.2 Isolados celuloliticos

A verificaco da producfo de celulase ocorreu apos trés dias de incubagio dos isolados
a 28°C) em meio contendo carboximetil celulose 5,0g; NH,NO; 1,0g; agar bacteriologico
15,0g ; NaCl 0,85% 50 mL e extrato de solo 950 mL, em pH 7,0. A constatagdo da atividade
celulolitica dos isolados foi realizada com a adi¢do de uma solugdo de NaCl [1M] sobre o
meio por cinco minutos, sendo em seguida descartada e adicionada uma solugio de Vermelho
Congo [0,1%] por 30 minutos. A presenca de halo ao redor das col6nias, no final do processo,
indicou atividade celulolitica do isolado (WOOD, 1980).
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3.6.3 Isolados proteoliticos

Foi verificada a formac¢do de halo transhicido ao redor da colonia, apos trés dias de
incubacdo dos isolados, em meio especifico para produgio de proteases (caseina hidrolisada
10,0g; extrato de levedura 0,1g; KoHPO, 1,5g; MgSO4.7H,0 0,5g; agar bacteriologico 15,0
g; NaCl 0,85% 50 mL; extrato de solo 950 mL; pH 7,0. Os isolados que apresentaram halo
foram considerados proteoliticos (WOOD, 1980).

3.6.4 Bactérias fixadoras de nitrogénio NFB

A capacidade de bactéria de fixar nitrogénio foi avaliada em meio de cultura contendo
KH,PO4 0,4g; K;HPO,4 0,1g; MgS04.7H,0 0,2g; NaCl 0,1g; CaCl, 0,02g; FeCl; 0,01g;
MoO4Na.2H;O 0,002; malato sodico 5,0g; azul de bromotimol (solu¢do alcodlica 0,5%)
SmlL; agar bacteriologico 15g e pH 7,0, ajustado com KOH. Apos trés dias de incubagdo das
rizobactérias a 28°C foi verificada a presenga ou auséncia de halos de coloragio azul,
destacados da coloragfio verde caracteristica do meio especifico utilizado. Os isolados que
apresentaram colora¢@o azul ao redor da colonia, foram considerados positivos para a fixagdo

de nitrogénio (DOBEREINER; DAY, 1976).

3.6.5 Isolados solubilizadores de fosfato

Utilizou-se o meio GL acrescido da fonte de fosforo CaHPQO, formada a partir de 50mL
de solugdo KoHPO4 [10%] e 100mL de CaCl, [10%]. A avaliagdo foi realizada ap6s trés dias
de incubacio a 28°C. Os isolados com formacdo de halo transiicido ao redor da coldnia
foram considerados positivos para solubilizagio de fosfato (SYLVESTER-BRANDLEY et
al.,1982).
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3.6.6 Atividade de fosfatase acida

Foram pesado 100 mg de solo rizosférico de B grossularioides e adicionado 0,4 mL de
Tampao Mac Ilvaine ( H3C¢Hs07 (0,1 M) e Na,HPO4.12H,0 (0,2 M) ajustado o pH a 4,0). O
substrato utilizado foi o PNPP (1%) em todas as amostras, com excecio das amostras controle
e nestas colocadas somente 0,1 mL de agua.

O solo foi colocado para agitar e incubar por 1 hora, a 37°C e 275 rpm. Decorrido este
tempo foi colocado 0,1 mL de CaCl; (0,5 M), 0,4 mL de NaOH (IN) em todas as amostras.
Nas amostras controle foi adicionado ainda 0,1 ml de PNPP (Nitrophenyl phosphate disodium
salt hexahydrate 1%) e 0,1 mL de agua nas outras amostras.

Em seguida todas as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm durante 5 min.,
pipetado o sobrenadante e lido em espectrofotometro a 400nM e comparados com a amostra

controle ¢ o resultado expresso em pg’ p-nitrofenol. g solo.

3.6.7 Producio de ATA

Colonias bacterianas foram transferidas para placas de Petri contendo meio 1/10 de
TSA (Trypticaseina de Soja Agar) suplementado com 5 mM de L-triptofano, cobertas com
membrana de nitrocelulose e incubadas a 28°C por 24 horas. Apos esse periodo, a membrana
foi removida para outra placa e saturada com solugdo de Salkowski (GORDON ¢ WEBER,
1951). Os isolados que apresentaram halo avermelhado na membrana, no periodo de duas
horas, foram considerados positivos para a producio de AIA (BRIC et al., 1991 ; adaptado
por CATTELAN, 1999).
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3.6.8 Producio de citocininas e giberelinas

Foram germinadas sementes de rabanete em gerbox, contendo folhas de papel de filtro
umedecidas, incubadas no escuro a 25° C por 35 horas e apds a germinagdo foi destacado o
cotilédone menor e separado os hipocotilos.

Colocou-se oito cotilédones de tamanho uniforme em placas de Petri com papel de
filtro umedecido com 3 mL do sobrenadante da suspensdo bacteriana de cada isolado a ser
testado. Os hipocétilos foram uniformizados para 3mm de comprimento, sendo colocados
logo abaixo dos cotilédones nas placas com o sobrenadante dos isolados. As placas foram
mantidas incubadas por 24 °C sob luz fluorescente, durante trés dias. ApoOs esse periodo,
foram comparados os pesos dos cotilédones e os comprimentos dos hipocoétilos de rabanete,
com o do tratamento controle, na qual nfo foi inoculado o sobrenadante da suspensdo
bacteriana ¢ sim uma solucdo tampdo de fosfato. Os sobrenadantes das bactérias que
produziram citocininas aumentaram o peso dos cotilédones; ja os produtores de giberelinas

aumentam o comprimento do hipocotilo (LETHAM 1971; adaptado por CATTELAN, 1999).

3.7 ANALISE DOS DADOS

Os valores de UFC, transformados para log (x+1) e de biomassa microbiana foram
submetidos ao teste de Tukey a 5% de significancia (PROGRAMA ..., 2008).

Para comparag@o de similaridade utilizou-se as caracteristicas fenotipicas dos isolados
para o agrupamento. Os dendrogramas foram construidos a partir de uma matriz binaria pelo
método UPGMA (método da média aritmética nio ponderada), com a utilizagio do
coeficiente de Jaccard, no programa estatistico NTSYS (Numerical Taxonomic and
Multivariate Analysis System, version 2.0, Applied Biostatistics, New York).

Com os grupos fenotipicos dos isolados foi calculado o indice de diversidade de
Shannon (H) para as diferentes areas de estudo por meio da formula H=- ) (pi In pi) , onde

pi = abundancia relativa dos isolados em cada grupo (GOODWIN, 1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ.

4.1. DENSIDADE DE RIZOBACTERIAS ASSOCIADAS A BELLUCIA
GROSSULARIOIDES

A maior densidade de rizobactérias (UFC g.solo), associadas a B. grossulariodes

ocorreu no periodo chuvoso quando comparado ao periodo seco (Figura 1).
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40
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1,0 -
0.0

UFC (Log X) g-1.solo
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Figura 1 - Densidade de rizobactérias associadas a Bellucia grossularioides, proveniente de 14 4reas da floresta
Amazonica durante o periodo chuvoso e seco, na Base de Urucu-Coari-AM, 2008. Valores UFC
(Unidade formadora de col6nias) transformados para log (x+1) de UFC g solo. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Indicando que a umidade do solo pode influenciar a populacéo das rizobactérias, através
da formacfio de um microclima favoravel para o desenvolvimento dessas. Resultados
semelhantes foram demonstrados por Sales et al. (2008) em trabalhos de diversidade de
microrganismos realizados na mesma area deste estudo.

Os resultados da comparagfio entre areas estudadas, no periodo chuvoso, mostram
diferencas estatisticas entre elas, onde as matas, de um modo geral, sdo as areas que
apresentaram maior UFC (9,35 g solo), durante esse periodo (Figura 2). Isso provavelmente
deve-se ao fato de que a 4rea de mata constitui um ambiente mais equilibrado, com estrutura
de solo que permite a infiltragdio da 4gua mesmo com elevada precipitagdo pluviométrica, da
chuva, Por outro lado nas 4reas de jazidas e clareira apresentam-se elevada compactacéo do

solo, o que reduz a populagdo de rizobactérias aerébicas. Melo e Azevedo (1997),



30

encontraram resultados similares em estudos da diversidade de microrganismos na rizosfera,
onde também constatou maior diversidade nas dreas de mata nativa, quando comparado a
sistemas agricolas, no periodo chuvoso.

Condic¢bes distintas do solo sob vegetacdo nativa, juntamente com a auséncia de
perturbacdes decorrentes de atividade antrépicas, tornam possivel a existéncia de maiores
diversidades microbiana na area de floresta, indicando o maior equilibrio da microbiota do

solo nesse ecossistema durante o periodo de alta precipitagéio (D’ANDREA et al., 2002).

1 Pseco
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Figura 2 - Densidade de rizobactérias associadas a Bellucia grossularioides, proveniente de 14 édreas da
floresta Amazo6nica durante o periodo chuvoso e seco, na Base de Urucu-Coari-AM, 2008.
Valores UFC (Unidade Formadora de colonias) transformados para log (x+1) de UFC g .solo.
Médias seguidas de mesma letra maitsculas nfo diferem entre si no periodo chuvoso € medias
seguidas de mesmas letras minisculas nfo diferem entre si no periodo seco, pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Com relacio ao periodo seco, o comportamento foi diferenciado, as 4reas de
reflorestamento clareira e jazida apresentaram a maior densidade de rizobactérias (Figura 2).
Nesse periodo, a pluviosidade ¢ menor em comparacéo com a estagdo chuvosa, na Regifo
Amazdnica. Diaz-Ravina et al. (1995) afirmam que a falta de dgua é mais limitante para os
microrganismos no solo, do que a variacdo de temperatura. Verifica-se que nas areas
impactadas, clareira e jazidas, ocorrem significativas flutuaces de UFC.g-1 de solo entre as
estacdes distintas do ano, seca e chuvosa. Essas alteracdes da densidade de rizobactéria obtida
podem ser devido as caracteristicas dos restos vegetais, exsudados radiculares mais
concentrados em substincias estimuladora da populagdo de rizobactérias presentes nas areas
de clareira e jazida, que favoreceram o desenvolvimento desses microrganismos. Estudos

realizados por Balota (2004) indicam que adi¢des e acimulo de material vegetal em sistemas
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em recuperagdo com tempo superior a trés anos, ja estejam sendo suficientes para atender a
demanda e manuten¢do dos microrganismos existente em areas em processo de recuperagéo

durante o periodo seco.

42 ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS DO SOLO, RESPIRACAO BASAL (RB),
CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA (CBM), QUOCIENTE METABOLICO

(QCOy).

N3o houve diferencga estatistica na comparacéio das épocas do ano (periodo chuvoso e
seco), em relagdo aos pardmetros analisados, quando comparados aos valores obtidos de RB,
CBM e QM (Tabela 2). Variacdes sazonais sobre os pardmetros em questdo, ndo sdo
esperadas em solos sob vegetacfio natural ¢ mesmo em sistemas florestais, onde as varia¢Ges
ocorrem a longo prazo (ARAUIJO, 2005).

A maior respiragdo basal (RB) foi observado nas areas de mata nativa, em ambos os
periodos, chuvoso (244.90 mg CO, g solo h™) e seco (179,48 mg CO; g solo h™). Nas éreas
impactadas, os valores de RB foram menores, aproximadamente em 50% para clareiras € de
62% nas jazidas em relagfo aos obtidos nas areas de mata (Tabela 2). Guedes (2005) obteve
resultados semelhantes, com valores superiores de CBM e RB nas areas de mata em relacéo
ao reflorestamento com pinus.

Os valores de RB no solo podem variar em funcfio das formas de uso da terra. (PAUL,
2002). Segundo Spaccini et al., (2001) os valores de RB devem ser maiores na drea de mata
do que em 4reas reflorestadas e agricolas, pois dreas nativa constitui-se em um ambiente mais
equilibrado € com maior quantidade de microorganismos e deve ser sempre adotado como
referéncia para sistemas reflorestados e agricolas, que possuem menor equilibrio. Iziquierdo et
al., (2005) encontraram em areas reflorestadas, com seis anos de idade, maiores valores de RB
em comparacdo a sistemas agricolas, resultado da maior cobertura vegetal. Isso demonstra

que com o passar do tempo a RB vai se tornando similar ao da mata nativa.
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Tabela 3 — Respiracéo basal (RB), carbono da biomassa microbiana (CBM) e quociente metabélico
(QM) de solos rizosféricos da espécie Bellucia grossulariodes, na camada 0-10cm, em
4rea de mata nativa, clareira e jazidas, nos periodos chuvoso e seco, da Base
Petrolifera de Urucu, Coari-AM,2008.

Periodo chuvoso Periodo Seco
(RB) (CBM) Q™M) (RB) (CBM) Q™M)
: mgCO, g’ | mgCg™ | pgCO,/pgC  mgCO,g”" | mgCg™ [pgCO,/pgC
AREAS solo h” solo g’ soloh’ solo b solo g’ soloh™”
Mata 244 90 a 1.07 a 0,001024 a 179.48 a 1.08 a 0,000758 a
Clareira 127.18 b 0.55b 0,000950 a 112.30 b 057b 0,000896 a
Jazida 9166 b 050b 0,000782 a 89.75b 051b 0,000871 a

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

A area de mata também apresentou maior valor de carbono da biomassa microbiana
(Tabela 2). Segundo Nayak et al. (2007), a biomassa microbiana aumenta com o aumento do
teor de carbono, depositado no solo com o acréscimo de material vegetal, mas diminui em
sistemas agricolas e reflorestados devido ao inadequado suprimento de nutrientes,
prejudicando assim os microrganismos da rizosfera. Por outro lado, foi verificado que
reflorestamentos manejados € com espécies nativas quando comparados com 4areas de mata
nativa podem nfo diferir quanto ao carbono da biomassa microbiana, o que nfo ocorre com 0
reflorestamento com espécies exdticas, no qual ocorre reducdo da biomassa (RUTIGLIANO
et al. 2004; MIYAUCHI, 2007). Contudo, os resultados encontrados neste trabalho revelaram
que embora tenha sido utilizada uma espécie originaria da Amazo6nia, B. grossulariodes, para
o reflorestamento, a biomassa obtida foi inferior nessas areas, em relagdo & mata nativa,
indicando possivelmente o alto grau de impacto nas éareas associado a baixa qualidade do
manejo do solo. Souza (2005) obteve biomassa microbiana 28% a mais na area de mata do
que em comparacdo com a reflorestada, relacionando esse resultado a qualidade da
serrapilheira depositada na drea de mata nativa.

Os resultados do quociente metabolico (¢CO2) nfo apresentou a mesma tend€ncia dos
atributos discutidos acima, ou seja, a mata nativa apresentou valores semelhantes quando
comparado as demais areas estudadas, nfo diferindo significativamente também em nenhum
dos periodos. Isso demonstra que as areas reflorestadas, apresentam efici€ncia na utilizagéo
do carbono pelos microrganismos semelhante & mata nativa, considerada como referencia
nesse estudo.

Insam e Domsch (1998); Carvalho (2005), relatam que, na medida que a biomassa
microbiana de um determinado sistema se torna mais eficiente, menos carbono & perdido pela

respiracdo, tendo um gCO2 menor.
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Esses resultados sfo similares aos encontrados por Carvalho (2005), que encontraram
gCO2 semelhante em éreas reflorestadas quando comparadas com areas de mata de araucéria.
Contudo o estudo realizado por Mader et al. (2002) encontraram resultados opostos aos
encontrados nesse estudo, onde a mata nativa apresentou os menores valores de gCO2 , sendo

considerada mais eficiente na utilizacdo de carbono quando comparada as areas reflorestadas.

4.3 ATIVIDADE ENZIMATICA

4.3.1 Bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN)

Na avaliacio da BFN (Figura 4) presente na rizosfera de B. grossulariodes, o periodo
chuvoso apresentou maior densidade de rizobactérias fixadoras de nitrogénio para todas as
dreas do estudo, em comparagfio ao periodo seco (Figura 3). Isso demonstra que a maior
umidade favoreceu esse tipo de rizobactérias em todos os sistemas avaliados.

Em relacio as 4dreas, a maior porcentagem de BFN foi encontrada na 4rea de clareira, em
ambos os periodos, quando comparadas com as éreas de mata e jazidas. Do total de
rizobactérias isoladas da rizosfera, 92% e 78% foram positivas para fixadoras de nitrogénio,

in vitro, nos periodo chuvoso e seco, respectivamente, nas areas de clareira.
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Figura 3 - Rizobactérias fixadoras de nitrogénio (%) associadas a Bellucia grossularioides, proveniente de 14
dreas da floresta Amazonica durante os periodos chuvoso e seco, na Base Petrolifera de Urucu,
Coari/AM, 2008. Médias seguidas de mesma letra maiusculas ndo diferem entre si no periodo
chuvoso e medias seguidas de mesmas letras minusculas nfo diferem entre si no periodo seco, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. As barras do intervalo de confianga diferem os dois
periodos numa mesma area.
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Patricio et al. (2005) concluiram que nos estagios iniciais de degradagdio os niveis de
diversidade de bactérias diminui drasticamente, no entanto, Moreira e Costa (2007),
verificaram que a partir dos primeiro ano de reflorestamento ocorre um aumento
significativamente no teor de matéria orgdnica nas mesmas areas de clareira utilizadas nesse
trabalho. Provavelmente, o aumento da matéria organica favoreceu o aumento das bactérias
fixadoras de nitrogénio, independente da época do ano. Os resultados encontrados
demonstram que a interacfo entre os fendmenos decorrentes do processo de recuperagdo da
diversidade desses microrganismos, provavelmente atua dependendo de fatores nutricionais
(ZHANG et al., 2006). Essa rapida recuperacdo na diversidade desse grupo funcional pode ser
explicada, em parte, pelo amplo espectro de populagdes que atuam nesse nicho. Da mesma
forma, concluiu Donzeli (2006), estudando esse grupo de rizobactérias em solos apds o

processo de solarizacdo.

Figura 4 - Bactérias fixadoras de nitrogénio in vitro por rizobactérias isoladas da rizosfera de B.
grossulariodes, 2008.

4.3.2 Atividade enzimatica do ciclo do carbono

A maior porcentagem de rizobactérias degradadoras da Celulose (Figura 6-A) foram
encontradas no periodo seco nas areas de jazidas (75%), seguida de clareiras (60%) e mata
(42%) (Figura 5-A). Nas 4reas impactadas houve diferenca significativa entre periodos,
sendo maior no seco do que no chuvoso. Por outro lado, os resultados para as areas de mata

nfio mostram essa diferenca entre os periodos, indicando que as alteragdes nas condi¢des de
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temperatura e umidade do solo exercem influencia maior sobre as rizobactérias do ciclo do
carbono nas &reas alteradas do que em mata, onde encontra-se em equilibrio.

As rizobactérias proteoliticas(Figura 6-B) foram encontradas em maior numero no
periodo seco (>80%), independente da area de coleta (Figura 5-B). No periodo chuvoso a
porcentagem de rizobactérias foi maior na area de mata (78%) seguida de jazida (72%), as
quais diferiram significativamente de clareira (50%). Novamente, as dareas alteradas
apresentaram diferencas entre os periodos para uma mesma 4rea, no qual o perfodo seco
apresentou maior porcentagem. E da mesma forma que ocorreu para os celuloliticos, ndo
houve diferenca nos periodos dentre as areas ¢ mata.

O resultado obtido para a produgfio da enzima amilase (Figura 5-C), mostrou que
durante o periodo chuvoso, a porcentagem desse tipo rizobactéria, nas 4reas de mata e jazidas
so semelhantes, apresentando 50% dos isolados com capacidade de produzir amilase (Figura
6-C). Com relagfo ao periodo seco, a drea de jazida apresentou maior porcentagem (87%) das
rizobactérias isoladas dessa 4rea. Independente da época do ano, as areas de jazidas
apresentaram maior porcentagem de amiloliticos em relagfio as outras 4reas estudadas.

De um modo geral, os resultados encontrados para a atividade enzimatica de
rizobactérias envolvidas no ciclo do carbono, mostrou que no periodo seco apresentou os
melhores valores para todas as d4reas e atividades enzimaéticas testados (Figura 4).
Demonstrando que o excesso de chuva e umidade durante o periodo chuvoso afeta, de certa
forma , a diversidade das rizobactérias desse ciclo.

O periodo seco mostrou que as areas de jazidas apresentaram maior nimero de isolados
celuloliticos e amiloliticos, enquanto que o percentual de rizobactérias proteoliticos ndo
diferiram estatisticamente entre si, em relacfio as dreas avaliadas. Isso pode ser explicado pela
época do ano que, provavelmente, favoreceu esses tipos de rizobactérias do ciclo do carbono e
pelo tipo de material vegetal proveniente da B. grossulariodes encontrado na érea de jazida,11
anos em recuperagdo, isso embora as jazidas tenham sofrido maior impacto, pela retirada dos
horizontes A e B do solo, demonstra que em relagdo aos grupos de rizobactérias do ciclo do
carbono possui maior capacidade de recuperagdo dos microrganismos desse nicho ecoldgico.
Em seus estudos Anderson et al. (2004) constataram que a maior diversidade de
microrganismos celuloliticos ocorrem onde os residuos das plantas sfo mais favoraveis a esse
tipo de atividade enzimatica. Nayak et al. (2007), constataram que a maior oferta de um
substrato especifico pode favorecer esse grupo. O que pode esta sendo formecido pelas

espécies vegetais presentes nas dreas de jazida.
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Levando em consideragdo que o maior percentual de isolados celuloliticos € amiloliticos
ocorreu nas areas de jazidas, isso nos leva a crer que a area em questdo possui, portanto,
maior diversidade de microrganismos ligados ao ciclo do carbono, tendo em vista que essas
rizobactérias sdo participantes diretas desse ciclo no solo. Kennedy (1999) observou que a
grande diversidade de espécies de um grupo funcional em uma mesma &area pode ser
interpretada como um mecanismo para assegurar a continuidade dos processos biolégicos,
onde a perda de uma espécie seria compensada pela presenca de outras, que desempenhariam
a mesma funcdo no sistema.

No periodo chuvoso, as dreas de mata apresentaram maiores percentuais de isolados
dos grupos funcionais proteolitico e celuloliticos. Neste ultimo, nfo diferindo estatisticamente
da 4rea de jazida. Isso pode ser devido ao fato de que as 4reas de mata constituem-se em um
ambiente mais equilibrado, com melhores condi¢des de desenvolvimento e permanéncia desse
tipo de microrganismos, durante o periodo do ano em que a pluviosidade média € bastante
elevada. Zhang et al (2006), atribuiram a maior atividade enzimatica de celuloliticos em areas
de floresta, & melhor qualidade da matéria orginica, 0 que promove maior diversidade e
densidade de microrganismos no periodo chuvoso. A atividade enzimética da amilase foi
maior nas areas de jazidas, novamente pode-se constatar que o tipo de material vegetal
encontrado nessas areas, que apesar de ter sofrido o maior impacto, pode ter favorecido esse
grupo funcional de rizobactérias. No que se refere a esse grupo, ocorre uma recuperagdo
rapida dos microrganismos pertencentes a esse nicho ecolégico, sendo, similar a 4rea de mata,
que € considerada um ecossistema em equilibrio. Matsumoto et al. (2005) avaliando grupos
funcionais em rizosfera de espécies arboreas, em diferentes estadios seccionais, verificaram
que os microrganismos amiloliticos nfio sofreram alteragdes nos diferentes sistemas florestais

estudados.
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Figura 5 - Rizobactérias (%) Celuloliticas (A), proteoliticas (B) e Amiloliticas (C) associadas a Bellucia
grossularioides, proveniente de 14 éreas da floresta Amazonica durante os periodos chuvoso e
seco, na Base Petrolifera de Urucu, Coari/AM, 2008. Médias seguidas de mesma letra maitisculas
ndo diferem entre si no periodo chuvoso e medias seguidas de mesmas letras minusculas nédo
diferem entre si no periodo seco, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. As barras do
intervalo de confianca diferem os dois periodos numa mesma area.
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De modo geral, a populacdio das rizobactérias nas 4reas alteradas, jazidas e clareiras,
foram influenciadas pelas condi¢des ambientais e precipitagdo pluviométrica. O microclima
nas 4reas impactadas, com menor cobertura vegetal e biomassa, sdo altamente influenciado
pela intensidade pluviométrica e temperatura, no qual ocorre, a maior variacdo do periodo
seco para o chuvoso. Enquanto que, nas 4reas de mata foi observado que rizobactérias, dentro
de cada grupo funcional, mantiveram uma certa estabilidade considerando os dois periodos,
seco e chuvoso. Mostrando que, no ambiente de mata as modificagdes provocadas pela
pluviosidade e temperatura sio menos drésticas, devido menor impacto da chuva sobre a
microbiota do solo que € protegido pelo dossel fechado existente na 4rea de mata, ndo
sofrendo portanto, com o processo de lavagem do solo.

Foi constatado que nio ha uma correlagiio entre aos pardmetros microbiolégicos
respiragfio basal (RB) e biomassa microbiana (CBM) e ¢CO, com a atividade de rizobactérias
do ciclo do carbono, onde os melhores resultados foram encontrados nas areas em
recuperacdo. J&4 nos pardmetros microbiolégicos, foram encontrados os maiores valores nas
4reas de mata para RB ¢ CBM. Esses resultados, podem estar relacionados, ao método usado
para determinar a biomassa que nfo distingue os tipos de microrganismos que participam
desse ciclo no solo, sendo estimado o carbono da biomassa de todos os microrganismos
existentes no solo de rizosfera analisada. Esses resultados distintos devem se ao método de
isolamento de bactérias do solo. De acordo com Amman et al, (1995); Moreira e Siqueira,
(2006). somente 1% das bactérias do solo podem ser isoladas e cultivadas em meio de
cultura.sendo que se estima que existam 10.000 espécies de bactérias em 100g de solo
(TORSVIK; OVREAS, 1994), portanto sendo deixado de se isolar uma grande quantidade
dessas espécies através dos métodos atuais que existem. Estudos moleculares tem ajudado a
se obter um estimativa mais precisa de bactérias do solo. Roesch et al., (2007) através de
sequéncias de gene 16 S rRNA encontrou aproximadamente 52.000 unidades taxonOmicas
diferentes. A grande riqueza no solo de rizobactérias se constituem um empecilho para a

avaliacfo mais precisa da diversidade (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006)
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Figura 6 - Rizobacterias produtoras de celulase (A), Protease (B) e Amilase (C) in vitro isoladas da
rizosfera de B. grossularioides, 2008.

4.3.3 Solubilizadoras de fosfato e fosfatase acida

Na 4rea de mata, independente do periodo de coleta, foi obtida a maior atividade da
enzima fosfatase acida, acima de 190 pg/ g de solo. Nas 4reas alteradas de clareira e jazida, a
atividade da fosfatase foi significativamente menor, ndo diferindo entre periodos e areas
(Tabela 3). Isso indica que, na area de mata existe uma quantidade maior de microrganismos
com capacidade de solubilizar fosfato, em compara¢do com as 4reas alteradas, contudo esse
pardmetro mensura todos os grupos de microrganismos (fungos e bactérias) existentes no
solo, podendo nfo ser igual a atividade existente nas areas quando mensurados apenas grupos
especificos e capazes de serem isolados e cultivados em meio de cultura. Conte (2002)
verificou que a atividade da fosfatase acida em solos de mata nativa foi 2,5 vezes maior do
que a de solo sob cultivo agricola, demonstrando a sua importancia no fornecimento de P para
as plantas em sistemas naturais. Efeito similar foi observado nesse estudo onde a mata
apresentou maior valor de fosfatase, sendo duas vezes superior no periodo chuvoso e trés

vezes maior no periodo seco, em comparaco as areas reflorestadas.

Tabela 4 - Atividade da enzima fosfatase acida em pg/ g” de solo na rizosfera de espécie Bellucia
grossulariodes na camada 0-10cm, em d4rea de mata nativa, clareira e jazidas, nos
periodos seco e chuvoso, na Base petrolifera de Urucu, Coari/AM, em 2008.

: Fosfatase Acida Fosfatase Acida
Area Periodo chuvoso Periodo seco
Mata 192,97 aA* 193,71 aA

Clareira 120,01 bA 82,44 bB
Jazida 84,71 bA 61,12 bB

*Médias seguidas da mesma letra miniiscula nas colunas e letras maitsculas nas linhas, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tarafdar e Jungk (1987) mostraram que o aumento da atividade da fosfatase acida
corresponde ao aumento da comunidade de microrganismos na rizosfera de varias plantas. A
producio desse tipo de enzimas por microrganismos ¢ responsavel pela mineralizacdo do P
organico (DICK; TABATABAI, 1993). Os microrganismos ¢ as plantas sdo responsaveis pela
produgdo das fosfatase acida (TABATABAI, 1994). No entanto, os fungos e bactérias, sdo as
fontes mais expressivas de fosfatase 4cida no solo, por causa da sua grande biomassa, alta
atividade metabolica e curta tempo de vida, com varias geragdes por ano, permitindo a
producéo e a liberagdo de quantidades elevadas de enzimas extracelulares em comparacéo
com as plantas.

A porcentagem de rizobactérias solubilizadoras (Figura 8) de fosfato foi maior nas
dreas de jazida e clareira, no periodo seco, com respectivamente 41% e 38%. No periodo

chuvosas, ambas as areas de jazida e mata, apresentaram 19% de solubilizadoras de fosfato

(Figura 7).

100 - @ Chuvoso

90 - = Seco

SF (%)

Mata Clareira Jazida

Figura 7 - Rizobactérias solubilizadoras de fosfato (%) associadas a Bellucia grossularioides,
proveniente de 14 éreas da floresta Amazdnica durante os periodos chuvoso e seco, na
Base Petrolifera de Urucu, Coari/AM, 2008. Médias seguidas de mesma letra maitisculas
ndo diferem entre si no periodo chuvoso e medias seguidas de mesmas letras mintisculas
ndo diferem entre si no periodo seco, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
As barras do intervalo de confianga diferem os dois periodos numa mesma area.
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Os resultados diferem dos verificados para fosfatase acida que foi maior na area de
mata, em ambos os periodos avaliados. Provavelmente, a maior porcentagem na area de mata
ocorreu devido a atividade de fosfatase acida ndo distinguir os microrganismos, sendo um
pardmetro mais geral da atividade de solubilizacdo de fosfato no solo, enquanto que a
quantificacdo das rizobactérias solubilizadoras de fosfato € mais especifica para bactérias
passiveis de serem isoladas e cultivadas pertencentes a esse nicho ecoldgico do solo.

Isso determina que as areas com maior equilibrio sejam mais importantes para a
atividade da fosfatase 4cida no solo (MAIA, 2003), embora n#o signifique que determinados
grupos que desempenham essa fungdo acompanham essa tendéncia, sendo encontrados em
areas com cobertura vegetal que favorega seu estabelecimento. Os resultados demonstram que
a maior atividade de fosfatase acida se da ao maior numero de microorganismos envolvidos
no processo, enquanto que o isolamento possui maiores limitagdio de método. Isso por que
somente 1% das bactérias podem ser cultivadas em meio de cultura e os fungos também
possuem papel determinante sobre o ciclo do P no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Por
tanto, nesse estudo ndo ha uma correlagdo entre a fosfatase acida com a porcentagem de
rizobactérias solubilizadoras de fosfato, pois existem outros microorganismos que interferem

na fosfatase acida do solo com destaque para determinados grupos de fungos.

Figura 8 - Solubilizacdo de fosfato in vitro por rizobactérias isoladas da rizosfera de B.

grossulariodes, 2008.
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4.3.4 Diversidade biogquimica associada a2 promocfo do crescimento (Producio de AIA,

Sideroforos, Giberelinas e Citocininas)

Os resultados dos testes bioquimicos associados a promocdo do crescimento (Figura 9)

mostraram que as areas das matas e das clareiras, apresentaram maior porcentagem de

rizobactérias produtoras de AIA, sideréforos, giberelinas e citocininas; pardmetros estes

avaliados nesse estudo. Também foi verificado que nfo houve diferenca estatistica na

comparagio do periodo seco com o chuvoso dentro de uma mesma 4rea, demonstrando assim

que o periodo ndo tem grande influéncia na porcentagem dessas rizobactérias, mas sim, as

caracteristicas das areas influenciam nessa porcentagem encontrada.
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Figura 9 - Rizobactérias (%) produtoras de acido-indol-acético AIA (A), Sideréforos (B), Citocininas (C)

Giberelinas (D) e associadas a Bellucia grossularioides, proveniente de 14 éareas da floresta
Amazdnica durante os periodos chuvoso e seco, na Base Petrolifera de Urucu, Coari/AM, 2008.
Médias seguidas de mesma letra maitisculas néo diferem entre si no periodo chuvoso e medias
seguidas de mesmas letras mintsculas ndo diferem entre si no periodo seco, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Os resultados obtidos neste ensaio para a produgdo de AIA (Figura 9-A) foram

modestos, apenas 8% das rizobactérias isoladas foram produtoras desse horménio, nas areas
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de mata e clareira (Figura 10-A). As dreas de mata, no periodo seco, e de jazida, em ambos
os periodos, nfo apresentaram nenhum isolado produtor de AIA, os resultados quando
comparados com outros trabalhos encontrados, no qual se verificou a utilizando de
rizobactérias na producdo deste hormdnio deixou evidente essa baixa existéncia de produtores
desse hormonio nessa area. Todos apresentavam elevada porcentagem de bactérias produtoras
de AIA, como no trabalho de Bernardes (2006), que obteve 40,8% de isolados produtores e do
trabalho de Silva (2007) que apresentavam 80,9% dos isolados capazes de produzir AIA. Os
resultados discutidos nesse trabalho demonstram que as areas do presente estudo, apresentam
naturalmente baixo indice de bactérias produtoras de AIA.

Com relagfio a produgdo de sideroforos (Figura 10-B) foram obtidos 41% e 40% de
rizobactérias no periodo seco e de 40% e 42% no chuvoso, respectivamente para mata €
clareira, onde os melhores resultados de produgéo de sider6foros encontrados nessa duas édreas
(Figura 9-B).

Ambrosine et al. (2007) e Rau et al. (2009) em seus estudos em éreas reflorestadas
apresentaram, respectivamente, 87% e 96 % dos isolados produtores de sider6foros, sendo
superior aos resultados obtidos neste estudo. Contudo, Antoun et al. (1998) trabalhando com
um nimero semelhante de isolados também encontrou resultados que corroboram com este
estudo encontrando 58% das rizobactérias capazes de produzirem sideréforos. Por outro lado,
Vargas, (2009) em estudos de diversidade no sul do Brasil encontrou apenas 8% de isolados
produtores de sider6foros. Concluindo que a porcentagem de produtores de sider6foros €
dependente da drea.

A avaliacfio de rizobactérias produtoras de giberelinas e citocininas (Figura 10-C) foi
verificado que para as 4reas de mata e clareira, a produgdo de giberelinas foi de
respectivamente 40% e 42% de isolados produtores desse horménio no perfodo chuvoso
(Figura 9-D). J4 no periodo seco, foram verificados 41% e 38% de rizobactérias produtoras.
Os resultados da produgo de citocininas (Figura 9-C) demonstraram que na drea de mata no
periodo chuvoso 35% apresentaram resultado positivo e no periodo seco 42%. Nas éareas de
clareira apresentaram 40% e 37%, respectivamente, para os periodos chuvoso e seco.

Barea et al. (1976) citado por Azeem et al. (2006) relataram que entre 50 bactérias
isoladas da rizosfera de diversas plantas, 58% produziram giberelinas e 90% citocininas. Da
mesma forma verificou Mansour et al. (1994) testando 24 isolados pertencentes ao género

Streptomyces.
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Porcentagens diferentes de rizobactérias produtoras de citocininas também foram
confirmados por Garcia de Salamone et al. ( 2001). Eles relataram que cinco linhagens de
PGPR produtoras de citocininas na qual Pseudomonas fluorescens apresentaram resultados
superiores em relacdo a os outros isolados. Os resultados que favoreceram essas rizobactérias
nas areas que apresentaram maior percentual, mata e clareira, estdo associados ao maior
equilibrio existente na area de mata que favorece esse tipo de microorganismo, de mesmo
modo, deve ocorrer com as areas de clareira, demonstrando que a clareira ja esta com um
nivel de recuperag@o da area da area que favorece esse tipo de rizobactérias, assemelhando-se
as areas de mata. Os resultados indicam que apesar da area de jazida ter maior idade em
recuperacgdo (11 anos) quando comparado a clareira (4 anos), estas areas de jazida apresentam
resultados inferiores, isto demonstra que a area de jazida que foi a 4rea que mais sofreu com
processo antropico, apesar do maior periodo de recuperacdo ainda nfio conseguiu um
equilibrio que se assemelhe a area de clareira que também sofreu com o processo antrépico,
porém com menor impacto € menor intensidade, este processo mais lento de recuperacédo das

jazidas deve se a esse processo de exploragdo mais intenso sofrido na area .

Figura 10 - Produgio de AIA (A), Producdo de sider6foros (B), Produgdo de citocininas e giberelinas (C). in
vitro por rizobactérias isoladas da rizosfera de B. grossulariodes, 2008.
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4.4. CARACTERIZACAO FENOTIPICA

A partir das caracteristicas fenotipicas (Tabela 5) dos 118 rizobactérias isoladas, os
mesmos foram separados em quarenta e trés grupos com caracteristicas semelhantes (grupos
com 100% de similaridade) e, a partir disto, foi gerado um dendograma para verificar a
porcentagem de similaridade entre esses grupos formados (Figura 11).

Esse agrupamento revela que existem grupos distintos por 4rea e por época do ano. Ou
seja, dentro dos 43 grupos formados existem isolados pertencentes as trés 4reas em estudo,
sendo que mais de 70% desses grupos possuem isolados de 4reas diferentes.

Os grupos que mais apresentaram isolados pertencentes as trés 4reas foram 05, 25, 28,
29 e 37, com cerca de 30% dos isolados.

A partir da caracterizacfio dos isolados foi calculado o indice de diversidade de shannon
para verificar qual das 4reas apresenta maior diversidade de rizobactérias (Tabela 4).

Os resultados do indice de Shannon demonstram que a maior diversidade fenotipica ocorreu
na 4rea de mata, quando comparadas as 4reas reflorestadas, reafirmando que a mata possui
maior diversidade de rizobactérias, pois apresenta um ambiente mais equilibrado, abrigando
assim maior quantidade de microrganismos diversos. Esses resultados séo condizentes com os
de densidade e carbono da biomassa microbiana neste estudo, no qual também apresentaram

maiores valores na area de mata.
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Figura 11 — Dendograma da diversidade fenotipica de rizobactérias associadas & espécie goiaba de anta
(Bellucia grossulariodes), das diferentes éreas da Base petrolifera de Urucu, Coari/AM, durante os
periodos chuvoso e seco. Formados a partir de 43 grupos fenotipicos.

Tabela 5 - Indice de diversidade de Shannon, a partir dos 43 grupos de rizobactérias encontrados em
associagio com Bellucia grossulariodes nas édreas de mata e reflorestadas da, Base
petrolifera de Urucu, Coari,AM, 2008.

Area Periodo chuvoso Periodo seco
Mata 0,537 0,512
Clareira 0,270 0,295

Jazida 0,434 0,403
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Tabela 6 - Caracterizagéo fenotipica de rizobactérias associadas a espécie Bellucia grossulariodes em diferentes areas mata Jazida e clareira,da Base petrolifera
de Urucu, Coari/AM, durante os periodos chuvoso e seco, 2008.

Gram Crescimento Cor Forma Superficie Borda Consisténcia Elevacéo
Grupos 1 2 1 1 2 Bt 5 e 2 1 2 1 230 -4 27347 2 3 Node
fenotipicos 2 Isolados
1 + - + - + - - W - - - + + = + - - + - & = + “ - 2
2 A - + - = - - - - - + - + - + - - + - = - + - - 1
3 + - + - + - - = - -+ - + . + % - “ - - + & & + 3
4 + - + - + - - - - -+ - + - + - - - - G ST A - 2
5 + - + - el ST e T T SR T R | g S L S R T R AR T e T e e 8
6 + - + - + - - - - R + - R - w - - - % - 3
4 + - + - - + - - - - + - + - + - - - + - - - + - 2
8 + - + - + - - - - - o+ - - + - -+ - - -+ -+ - 1
9 -+ - + + - - s s -+ - + - + - -+ - - S e - 4
10 - + + - + - S 5 - - + . + = + - - + & 5 % + - - 3
11 - + + - (A - + 2 - - + - + - + - - - - - + + - - 2
12 - + + - - - + - - - + - + 2 + - - + - & a + - - 1
18 - + + - + “ - - = - + - + - + 2 - + - ! & # o+ - 1
14 -+ + - Wt g g U Sleme LR R R + e e LAt L SRS g - - e 1
15 -+ + - + - - - - -+ - + - + - -+ - - - - - + 1
16 - + - - e - RS + - + - - o+ - - - - w0 1
17 -+ + - AT e e SR T P P R N e A ke e O e Dl S R R s s 1
18 - + + - + - - - 5 - + - + - + - - - - S + - - + 2
19 % + + & - w = - -+ - + 3 o+ - - - - -+ - - + 2
20 s + + - - . - + - = + - + - + - = - - “ + - - + 4
21 - + + - - - - b + - + “ + - + - = & - = + - - + 1
22 S + - - + - - . . - + 5 + - = - - - + 5 - o+ 1
23 & + + - - + - % - - ER - + - + = - - - = + + - - 5

Avaliagdes: Gram (1-positivo, 2-negativo); Tempo de Crescimento (1-24 horas, 2-48 horas); Cor da borda (1-branco, 2-creme, 3-creme escuro, 4-amarelo, 5-
vermelho, 6-rosa); Forma da coldnia (1-circular, 2-irregular); Superficie da colonia (1-lisa, 2- rugosa); Borda (1-inteira, 2-lobada, 3-erosada); Consisténcia (1-
viscosa, 2-seca, 3-aquosa,4-gomosa); Elevagéo (1-elevada,2-achatada, 3-convexa).
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Tabela 6 Cont.. Caracterizagio fenotipica de rizobactérias associadas a espécie Bellucia grossulariodes em diferentes areas mata Jjazida e clareira,da Base

petrolifera de Urucu, Coari/AM, durante os perfodos chuvoso e seco, 2008.

Gram Crescimento Cor Forma Superficie Borda Consisténcia Elevagéo

Grupos
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AvaliagBes: Gram (1-positivo, 2-negativo); Tempo de Crescimento (1-24 horas, 2-48 horas); Cor da borda (1-branco, 2-creme, 3-creme escuro, 4-amarelo, 5-
vermelho, 6-rosa); Forma da coldnia (1-circular, 2-irregular); Superficie da coldnia (1-lisa, 2- rugosa); Borda (1-inteira, 2-lobada, 3-erosada); Consisténcia (1-
viscosa, 2-seca, 3-aquosa,4-gomosa); Elevagdo (1-elevada,2-achatada, 3-convexa).
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5 CONCLUSOES

- As varidveis de nivel populacional UFC, atributos microbiolégicos e Indice de
Shannon das 4reas mostraram que a mata nativa possui maior densidade e diversidade

de rizobactérias associadas a Bellucia grossulariodes, em ambos os periodos do ano;

- Os microrganismos do ciclo do carbono estfio mais presentes nas areas de recuperacgéo

durante o periodo seco. Ja no periodo chuvoso estfio mais presentes na 4drea de mata;
- A fixag8o de nitrogénio foi maior nos dois periodos de coleta, nas areas de clareira;
-A atividade da fosfatase acida foi maior na area de mata, em contra partida, as
rizobactérias solubilizadoras de fosfato ocorreram em maior densidade nas areas de

jazida e clareira no periodo seco e nas areas de mata e jazida no periodo chuvoso;

- Foram determinados 43 grupos fenotipicamente iguais entre isolados dentro de cada

grupo

- Os grupos funcionais de rizobactérias ndo possuem os isolados pertencentes a uma

mesma area.
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