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RESUMO

Em todo o mundo, grandes areas vém sendo devastadas pela atividade mineradora e a
recuperacdo ou reabilitacdo desses locais € motivo de grande preocupacédo. O objetivo
geral desta tese foi avaliar a intensidade e indicar a dire¢do das mudangas no
funcionamento microbioldgico (FM) e na estrutura da comunidade microbiana do
solo promovidas pela revegetacdo com Eucalyptus grandis em areas degradadas pela
mineracdo de argila no litoral de Pernambuco, Brasil. O estudo foi conduzido no
municipio de Cabo de Santo Agostinho em quatro areas pds-mineracdo, trés
reflorestadas com eucalipto com diferentes idades e uma em processo de recuperacao
espontdnea. Uma &rea adjacente sob vegetacdo nativa (Mata Atlantica) foi usada
como referéncia das caracteristicas originais do solo. O funcionamento
microbioldgico do solo foi representado pelas analises de carbono da biomassa
microbiana, respiracdo basal e atividade das enzimas p-glicosidase, urease, [-
glicosaminidase, fosfatase acida, arilsulfatase, desidrogenase e hidrolise do diacetato
de fluoresceina. A estrutura da comunidade microbiana foi determinada pela anéalise
de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES). Os resultados demonstram que a
revegetacdo com eucalipto promove o rapido restabelecimento do FM e o
desenvolvimento da comunidade microbiana em solos ap6s mineragdo de argila. As
mudancas observadas sdo no sentido da recuperacdo das condicfes existentes nas
areas anteriormente a mineragdo, no entanto o grau desta recuperacdo € dependente
do tempo de revegetacdo com eucalipto.

Palavras-Chave: Tempo de reabilitacdo. Mineracdo de argila. Biomassa microbiana.

Atividade enzimatica. Propriedades do solo.



ABSTRACT

Throughout the world, large areas have been devastated by mining activity and the
recovery or rehabilitation of these sites is cause for great concern. The general aim this
thesis was to evaluate the intensity and indicate the direction of changes in the
microbiological functioning (MF) and in the structure of the microbial community
promoted by revegetation with Eucalyptus grandis in areas degraded by clay mining in
the coast of Pernambuco, Brazilian Northeast. The study was conducted in the
municipality of Cabo de Santo Agostinho in four post-mining areas, three reforested
with eucalyptus with different ages and one in the process of spontaneous recovery. An
adjacent area under native vegetation (Atlantic Forest) was used as reference of the
original soil characteristics. The microbiological functioning of soil was represented by
microbial biomass carbon analysis, basal respiration and activity of enzymes B-
glucosidase, urease, B-glucosaminidase, acid phosphatase, arylsulfatase, dehydrogenase
and hydrolysis of fluorescein diacetate. The structure of the microbial community was
determined by the analysis of fatty acid methyl ester (FAMES). The results demonstrate
that revegetation with eucalyptus promotes the rapid reestablishment of MF and the
development of the microbial community in clay mining soils. The observed changes
are towards the recovery of existing conditions in the areas prior to mining; however,
the degree of this recovery is dependent on the time of revegetation with eucalyptus.

Keywords: Rehabilitation time. Clay mining. Microbial biomass. Enzymatic activity.

Soil properties.
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1 INTRODUCAO

Dentre as atividades antrdpicas que interferem no meio ambiente, a mineracéao é
uma das que causa maiores impactos (IZQUIERDO et al., 2005), devido a remocéao da
vegetacdo e dos horizontes superficiais do solo (CHAER et al., 2011; ZHAO et al.,
2013). Com objetivo de recuperar esses ambientes ecologicamente sensiveis varias
medidas vém sendo adotadas; entre essas, o restabelecimento da cobertura vegetal tem
apresentado bons resultados, ajudando nos processos de formacéo e obtengéo de solos
biologicamente ativos (FROUZ et al., 2001; CLAASSENS et al., 2006; BANNING et
al., 2008; CHODAK; NIKLINSKA, 2010; ROSENVALD et al., 2011). Nesse contexto,
o plantio de espécies florestais representa uma alternativa que pode auxiliar na melhoria
quimica, fisica e biolégica do solo, além de colaborar com o sequestro de gas carbdnico
da atmosfera (MENDONCA et al.,2008).

No Brasil, o Eucalyptus € a principal esséncia florestal utilizada nos programas
de reflorestamento de ambientes impactados em razdo da boa adaptacdo as condicdes
edafoclimaticas e as variacdes de regime hidrico (ARAUJO et al., 2010), essas
caracteristicas assumem grande relevancia, em se tratando de recuperacdo de ambientes
minerados. No entanto, existem poucos relatos da utilizacdo de eucalipto na recuperacao
de éareas submetidas & mineracdo (SCHIAVO et al., 2007; CARNEIRO et al., 2008), por
isso é importante compreender como o desenvolvimento dessa planta influencia as
propriedades do solo, uma vez que a cobertura vegetal € um importante fator de
qualidade do solo (BROCKWAY et al., 1998; IZQUIERDO et al., 2005; BANNING et
al., 2011).

No nosso estudo, Eucalyptus grandis foi a espécie selecionada para o
reflorestamento de areas submetidas a extracdo de argila no Estado de Pernambuco,
nordeste do Brasil. Nessa area, a retirada de argila é realizada ha aproximadamnete 15
anos causando forte interferéncia no meio ambiente, tornando-se necessario buscar

alternativas que possam minimizar os efeitos adversos da mineracao.

A avaliacdo das propriedades bioldgicas do solo em ambientes degradados ou
em processo de reabilitacdo torna-se importante considerando que o processo de
reabilitacdo de areas degradadas depende, dentre outros fatores, da microbiota edafica,
que participa ativamente dos processos de ciclagem e armazenamento de nutrientes
(PRESTON et al., 2001; BANNING et al., 2008; SNAJDR et al., 2013). Nesse sentido,
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analises que descrevam a atividade e a composi¢do da comunidade microbiana do solo
como ensaios enzimaticos e andlise de biomarcadores lipidicos podem ser utilizadas na
avaliacdo do progresso da reabilitacdo; uma vez que respondem mais rapidamente as
mudancas no ambiente do solo em comparacdo com as variaveis quimicas e fisicas
(CHODAK et al., 2009; BANNING et al., 2011; ZHANG et al., 2012).

1.1 PROBLEMATIZACAO

Considerando a importancia dos micro-organismos para a reabilitacdo dos
ecossistemas degradados, sera testada a hipdtese de que o reflorestamento com
eucalipto ajuda a restabelecer o funcionamento e estrutura da comunidade microbiana
do solo e mudancas podem ocorrer em funcdo do tempo de revegetacdo. Dessa forma o
estudo foi dividido em duas partes. No primeiro momento foram testadas as hipdteses
de que o reflorestamento com eucalipto (Eucalyptus grandis) promove a recuperagédo
do funcionamento microbiolégico do solo de areas mineradas em processo de
reabilitagdo, sendo esta recuperacdo dependente do tempo de reflorestamento. A
hipotese de que as mudancas sdo mais pronunciadas nas areas com menor tempo de
reflorestamento também foi testada. A segunda estapa do trabalho consistiu em
monitorar as mudancas causadas pela implantacdo de plantios de eucalipto em locais
p6s-mineracdo sobre a estrutura das comunidades microbianas (ECM) utilizando
ésteres metilicos de &acidos graxos. Nesta etapa foi testada a hipotese de que a
revegetacdo com eucalipto promove a recuperacdo da ECM e do funcionamento
microbioldgico do solo das areas mineradas em direcdo a condicdo natural, sendo esta

recuperacdo em funcdo do tempo de revegetacao.
1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar as mudangas no funcionamento microbiolégico e nas propriedades
quimicas e fisicas do solo entre &reas com diferentes fases do processo de recuperacao

com eucalipto.

1.2.2 Obijetivos Especificos
a) Awvaliar a intensidade e indicar a direcdo das mudangas no funcionamento
microbioldgico (FM) e na estrutura da comunidade microbiana do solo
promovidas pela revegetacdo com Eucalyptus grandis em areas degradadas

pela mineracdo de argila no litoral de Pernambuco, nordeste do Brasil.
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b) investigar as mudancas promovidas pela revegetacdo com eucalipto em areas
degradadas pela mineracdo na ECM avaliada pelos perfis de ésteres
metilicos de &cidos graxos (FAMESs) e no funcionamento microbioldgico
(FM), pela anélise da atividade de enzimas envolvidas no ciclo do C, N, P e
S.
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2 REVISAO LITERARIA

2.1 DEGRADACAO DO SOLO

O solo é o componente fundamental dos ecossistemas terrestres (WELC et al.,
2012), abrigando processos e reagdes bioldgicas desempenhando diversas funcdes-
chave (FERNANDEZ et al., 2008). O equilibrio ecoldgico do solo tem sido
constantemente perturbado por agfes antrdpicas inadequadas, as quais ocasionam a
degradacéo e a reducdo da qualidade natural (IZQUIERDO et al., 2005; CLAASSENS
et al., 2008).

A degradacdo do solo pode ser entendida como a reducdo da capacidade de
produzir, em termos qualitativos e quantitativos, bens e servigos (LAL, 2005). Segundo
Blum (1998) a degradacdo ocasiona a perda da energia do sistema, uma vez que as
funcBes e usos do solo estdo baseados no fluxo de energia; assim, solos degradados

apresentam perda de suas fungdes-chave.

Levantamentos constataram que a degradacdo do solo induzida pelo homem
correspondia, em 1994 a quase 40% de todas as terras cultivadas no mundo
(OLDEMAN, 1994). O aumento das areas degradadas tornou-se uma questdo de
interesse global, sendo considerada uma das quatro maiores preocupacoes ecoldgicas,
rivalizando apenas com a mudanca global do clima, a diminuicdo da camada de ozonio
e com o declinio da biodiversidade (DORAN et al., 1996). A maior parte das areas
degradadas nos tropicos é resultado de sistemas inapropriados de uso do solo que geram
ganhos econdmicos em curto prazo com alto custo de degradacdo ambiental (LOTT et
al., 2004). Entre as principais causas da degradacdo podemos citar os desmatamentos, a
exploracdo de jazidas pela mineracdo, os sistemas agricolas e o uso de agroquimicos
(BALDRIAN et al., 2008).

No Brasil, desde o inicio da colonizacdo registra-se 0 uso inadequado dos
recursos naturais, com a consequente degradacdo do solo por préticas exploratdrias,as
quais tém ocasionado a remocdo de grandes areas de vegetacdo nativa. Dentre essas
praticas, a atividade de extracdo de minérios, embora importante do ponto de vista

econdmico, traz sérias consequéncias para o ambiente (CARNEIRO et al., 2008).

2.2 MINERACAO
Dentre as atividades que interferem no meio ambiente, a mineracdo ¢ uma das

que causa maiores impactos (IZQUIERDO et al., 2005), promovendo modificacdes nos
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compartimentos acima e abaixo do solo, devido a retirada da vegetacdo nativa e a
intensa movimentacdo de solo, causando mudancgas nas propriedades fisicas, quimicas e
biologicas (CARNEIRO et al., 2008; PARADELO et al., 2009; LISBOA et al., 2013).

Apesar das alteracdes ambientais ocasionadas pela mineracdo, essa atividade
apresenta elevada importancia econdémica, gerando empregos, aumentando a renda
nacional e a receita fiscal. Existem no pais aproximadamente 1,4 mil empresas

mineradoras que extraem cerca de 80 compostos minerais.

A mineracdo de argila é uma atividade bastante difundida no estado de
Pernambuco, gerando matéria prima para producao de tijolos, telhas e ceramicas, sendo
principal produto para fabricacdo de loucas, porcelanas e revestimentos. No municipio
de Cabo de Santo Agostinho, a extracdo de argila é realizada hd 15 anos promovendo
forte impacto ambiental comprometendo a qualidade do solo e consequentemente o
funcionamento e a estrutura da comunidade microbiana. Atualmente, a recuperacao
dessas areas vem sendo realizada por meio de reflorestamento com eucalipto, o qual

vem apresentando bons resultados.

Praticas de recuperacdo de ambientes pds-mineracdo que incluem o
restabelecimento da cobertura vegetal sdo uma alternativa eficaz para alcancar a
reconstrucdodo solo (HUTTL; GERWIN, 2005), além disso, incrementam a sucessao
vegetal, contribuindo, consequentemente, para o fluxo de energia e nutrientes nos

ecossistemas.

2.3 RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS PELA MINERACAO

Em todo mundo, grandes areas vém sendo degradadas pelo aumento das
atividades extrativistas e a reabilitacdo dessas areas tem sido motivo de esforgos por
parte dos Orgdos ambientais, universidades e institutos de pesquisa, que buscam
procedimentos eficazes para restabelecer o equilibrio ambiental (CARNEIRO et al.,
2008; COOKSON et al., 2008).

A legislacdo brasileira, conforme a Resolugdo CONAMA 001/86 (BRASIL,
1986), preconiza ha muito tempo a obrigatoriedade da recuperacéo de areas degradadas
pela extragdo de recursos minerais. Essa recuperacdo passa pela recomposicao
topogréfica e paisagistica, bem como pela reconstrucéo do solo. Assim, varias medidas
vém sendo adotadas para acelerar a recuperacdo dos ecossistemas perturbados; entre

essas, o restabelecimento da cobertura vegetal tem ajudado a recompor e proteger o solo
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da degradacdo (MENDHAM et al., 2002; IZQUIERDO et al., 2005; CLAASSENS et
al., 2008; ROSENVALD et al., 2011).

Apesar da implantagdo de cobertura vegetal sobre superficies mineradas ser uma
medida eficaz para recuperacdo, 0 processo de revegetacdo desses ambientes é lento e
dificil devido as caracteristicas desfavoraveis do solo como a baixa fertilidade, elevada
acidez e erosdo (SINHA et al., 2009) e reduzida diversidade e atividade microbianas
(IZQUIERDO et al., 2005; SOURKOVA et al., 2005; BALDRIAN et al., 2010). Por
isso a escolha das espécies vegetais para revegetacdo de areas degradadas pela atividade
mineradora requer bastante atencdo. Nesse contexto, espécies vegetais nativas e exdéticas
de rapido crescimento tém apresentado bons resultados para reabilitacdo de areas
degradadas pela mineragdo (MUMMEY et al., 2002; IZQUIERDO et al., 2005;
CLAASSENS et al., 2012).

Embora o restabelecimento da vegetacdo nativa constitua-se na pratica
ecologicamente recomendada, € importante que a espécie selecionada possua boa
capacidade de crescimento e desenvolvimento em ambientes degradados, pois 0 sucesso
da recuperacdo esta diretamente relacionado ao rapido recobrimento do solo
(CARAVACA et al., 2002; ALVES et al., 2007; COOKSON et al., 2008). Deve-se
observar também que a deposicdo de serapilheira na superficie do solo ajuda na
recuperacdo dos teores de matéria organica e estimula a atividade microbiana
(BALDRIAN et al., 2008), por isso, é interessante que as espécies escolhidas para
integrar programas de revegetacdo produzam serapilheira abundante e de boa qualidade
nutricional (CHODAK; NIKLINSKA, 2010).

De acordo Sourkova et al. (2005) o processo de formagio do solo e acumulagio
de C em locais pos-mineracdo esta diretamente relacionado ao desenvolvimento da
cobertura vegetal e a mineralizacdo dos residuos vegetais. Varios trabalhos em areas
revegetadas tém registrado aumento do C do solo e atividade microbiana em um curto
periodo de tempo (POLGLASE et al., 1992; CARNEIRO et al.,2008).

Nesse sentido, é importante entender como as espécies vegetais utilizadas no
reflorestamento afetam as propriedades dos solos, uma vez que a cobertura vegetal é um
importante fator de qualidade do solo (BROCKWAY et al., 1998; 1IZQUIERDO et al.,
2005; HELINGEROVA et al., 2010).
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2.4 REFLORESTAMENTO COM EUCALIPTO

O plantio de espécies florestais exoticas tem resultado em beneficios
econdbmicos e sociais, especialmente em areas desfavoraveis a producdo agricola
(SAMPAIO et al., 2000; SILVA et al., 2011), tornando-se uma possibilidade de
recuperacdo ambiental que pode permitir conciliar retorno econdmico e funcionalidade
ao sistema (MENDONCGCA et al., 2008). Além de contribuir para remocdo de CO2, o
cultivo de espécies florestais pode aliviar a pressdo pela exploracéo das florestas nativas
criando condicdes para a sua conservacao (BARROS; COMERFORD, 2002; O’BRIEN
et al., 2003; EPRON et al., 2009).

No Brasil, as plantacbes de Eucalyptus ocupam cerca de 4,7 milhdes de hectares,
apresentando crescimento médio de 6,9% ao ano, de acordo com dados do periodo de
2004-2009 (ABRAF, 2011). A expansédo da area plantada com Eucalyptus é resultado
de um conjunto de fatores favoraveis como a boa adaptacdo as condicdes
edafoclimaticas e as variacBes de regime hidrico (SICARDI et al., 2004; ARAUJO et
al., 2010); associados a esses fatores estdo a alta taxa de crescimento que geram ciclos
de curta rotacdo e a ampla utilizagcdo do produto final (CAO et al., 2010; SILVA et al.,
2011). Em regides tropicais e subtropicais, o eucalipto apresenta ciclos de cultivo bem
mais curtos que os de regides temperadas, e a maioria das florestas comerciais € cortada
aos sete anos de idade (BARROS; COMERFORD, 2002; BINI et al., 2013).

O cultivo de eucalipto no Brasil tem sido realizado em &reas com solos
intemperizados e de baixa fertilidade. Na grande maioria desses locais, 0 atendimento
da demanda nutricional das arvores é bastante prejudicado pela alta deficiéncia hidrica
(GAMA-RODRIGUES et al., 2005; MELLONI et al., 2008). Em muitos paises tropicais
os plantios sdo realizados em areas anteriormente devastadas pelo cultivo agricola ou
pastagem, cujos solos se encontram com elevado grau de degradacdo (LIMA et al.,
2006).

No entanto, a implantacdo de florestas de eucalipto podem promover mudangas
nas caracteristicas do solo e diversos trabalhos tém sido conduzidos em
reflorestamentos comerciais com énfase na avaliacdo dos efeitos sobre as propriedades
quimicas do solo. Nesse contexto, estudos mostram que a decomposicdo da serapilheira
do eucalipto resulta na imobilizacdo e armazenamento de quantidades significativas de
nutrientes (especialmente N) na superficie do solo (ADAMS; ATTIWILL, 1986;
CHANDER et al., 1995; GAMA-RODRIGUES et al., 2008).
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Considerando a expanséo das plantacdes de eucalipto e o potencial dessa cultura
na recuperacao de areas degradadas, muitos grupos de pesquisadores tém demonstrado
interesse em avaliar os possiveis efeitos dessa cultura nos atributos do solo, uma vez
que quase sempre se questiona as possiveis mudancas promovidas pelo estabelecimento
dessa monocultura (CHAER; TOTOLA, 2007; GAMA-RODRIGUES et al., 2008).

No nosso estudo, Eucalyptus grandis foi a espécie selecionada para reflorestar
areas submetidas a extracdo de argila no Estado de Pernambuco, nordeste do Brasil.
Entretanto, existem poucos relatos da utilizacdo de eucalipto na recuperacdo de areas

submetidas a mineracao.

2.5 BIOMASSA MICROBIANA DO SOLO

A comunidade microbiana do solo participa ativamente da decomposi¢do da
matéria organica, ciclagem de nutrientes, manutencdo da estrutura do solo e
supressividade a patdgenos (MUMMEY et al., 2002; GREEN et al., 2007; ZHANG et
al.,, 2010; BONANOMI et al., 2011). A composicdo e a atividade da comunidade
microbiana do solo influenciam fortemente os ciclos biogeoquimicos, 0s processos de

turnover de matéria organica, a fertilidade e a qualidade do solo (ZELLES,1999).

A comunidade de plantas e o tipo de cobertura pode afetar a composicdo da
comunidade microbiana do solo, pois a quantidade e a qualidade da serapilheira
determinam a composi¢cdo da matéria organica, a qual disponibiliza os recursos para a
biomassa microbiana do solo (MYERS et al., 2001; FIORETTO et al., 2009).

A associacdo entre a cobertura vegetal e a comunidade microbiana do solo é um
pré-requisito para reconstrucdo dos ecossistemas e das fungdes ecoldgicas em areas pos-
mineracdo (FROUZ et al., 2001; CHODAK; NIKLINSKA, 2010; BANNING et al.,
2011). Isto ocorre porque 0Ss micro-organismos do solo sdo responsaveis pelo
estabelecimento dos ciclos biogeoquimicos e pela transferéncia de energia, além disso,
estédo envolvidos na formagéo da estrutura do solo (PRESTON et al., 2001; BANNING
et al., 2008; ZHANG et al., 2012).

A biomassa microbiana representa a fragdo viva da matéria organica do solo,
constituida pelos micro-organismos vivos com dimensdes inferiores a 10 um incluindo
archeas, bactérias, fungos, protozoarios, algas e microfauna (ALEF; NANNIPIERI,
1995; SCHLOTER et al., 2003; JOERGENSEN; EMMERLING, 2006; HUNGRIA et

al., 2009). O componente microbiano corresponde, em média, de 2 a 5% do C organico
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do solo e de 1 a 5% do N total do solo (PAUL; CLARK, 1989; ZHANG et al., 2011).

A populagdo microbiana € organizada em teias alimentares complexas, sendo
responsavel por inumeras fungdes-chave do solo e participando efetivamente de
importantes processos no sistema solo-planta, como a decomposicdo e acumulacdo da
matéria organica e transformacdes envolvendo os nutrientes (ARAUJO; MONTEIRO,
2007; BARRETTA et al., 2008; SINHA et al., 2009). Além disso, constitui uma fonte
potencial de nutrientes, 0s quais sdo continuamente desviados para os ciclos de
crescimento dos diferentes organismos que compdem os ecossistemas (TOTOLA;
CHAER, 2002).

Fatores intrinsecos e extrinsecos a matriz do solo podem influenciar a
quantidade e a composicdo da biomassa microbiana. Estudos tém demonstrado o0s
efeitos do clima, tipo de solo, praticas agricolas e diversidade vegetal (BOHME;
BOHME, 2006; CARNEIRO et al., 2008; KASCHUK et al., 2010; ZHANG et al.,
2011). Fatores como o pH, a umidade e a temperatura do solo também interferem
diretamente na biomassa microbiana (WICK et al., 2000; CRIQUET et al., 2002;
BOHME; BOHME, 2006; TIAN et al., 2008; DIMITRIU et al., 2010). A influéncia das
plantas sobre a biomassa microbiana pode ser direta, devido ao efeito seletivo da
rizosfera (ZHANG et al., 2011) ou indireta, por meio das fontes de C provenientes dos
residuos vegetais (RAHN; LILLYWHITE, 2001).

Em solos tropicais, o turnover de nutrientes e biomassa microbiana ocorre mais
rapidamente que em regides temperadas e por essa razao é importante a implementacéo
de préaticas de manejo que minimizem o disturbio no solo, o qual tem drastico efeito nos
micro-organismos do solo (WARDLE; GHANI, 1995; BALOTA et al., 2003;
HUNGRIA et al., 2009).

A manutencédo da produtividade dos ecossistemas agricolas e florestais depende,
em parte, do processo de transformacdo da matéria organica e, por conseguinte, da
biomassa microbiana (GAMA-RODRIGUES; GAMA-RODRIGUES, 2008). O fato de
muitos micro-organismos utilizarem a fracdo disponivel da matéria organica torna-os
sensiveis as mudancas em sua qualidade. Em fungdo dessa sensibilidade, a biomassa
microbiana tem sido sugerida como indicador do estado e das mudancas da matéria
organica total do solo (TOTOLA; CHAER, 2002; GAMA-RODRIGUES et al., 2005).

A composicdo da comunidade microbiana também interfere na quantificacdo da
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biomassa microbiana, os fungos requerem menos energia para manutencdo do que 0s
procariontes e, assim transformam mais eficientemente os substratos carbonados em C
microbiano (STURSOVA; BALDRIAN, 2011).

De acordo com as condi¢des edafoclimaticas e a qualidade da serapilheira, a
biomassa microbiana pode exercer funcdo catalisadora, de fonte e/ou reserva de
nutrientes (WARDLE, 1992). Quando a biomassa exerce a funcdo de reserva, a
quantidade de nutrientes fornecida pela ciclagem microbiana € menor que aquela que
entra no sistema. Quando exerce funcdo fonte, a quantidade liberada € maior do que
aquela que entra; na funcdo catalisadora, as quantidades de entrada e saida sdo iguais,
ou seja, o balanco é nulo (GAMA-RODRIGUES; GAMA-RODRIGUES, 2008). Com 0
distarbio do ecossistema os solos tendem a se transformar em fonte de CO2, devido ao
aumento da taxa de decomposicdo e a interrupcdo da entrada de matéria organica
(RESCK et al., 1991).

2.6 QUALIDADE DO SOLO: CONCEITO E INDICADORES

A conscientizacdo de que o solo é um recurso fundamental para o
funcionamento dos ecossistemas e a constatacao de que 0s processos de degradacdo tém
afetado uma porc¢do consideravel dos solos atualmente em uso estimularam o interesse
pelo conhecimento da qualidade do solo para avaliacdo da sustentabilidade ambiental
(DORAN; PARKIN, 1994; SCHLOTER et al., 2003; ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

Contrariamente a outros conceitos como a qualidade da dgua e do ar, a qualidade
do solo ndo possui padrdes e, portanto, existem maultiplas definicdes, o0 que sugere que
seu conceito continuara evoluindo. A qualidade do solo é conceituada como “a
capacidade de um solo funcionar, dentro dos limites do ecossistema, como sustentador
da produtividade biolégica, mantendo a qualidade ambiental e promovendo a salde
vegetal e animal” (DORAN et al., 1996). Esta abordagem leva em consideracdo néo
apenas a funcdo do solo na producdo de alimentos, mas destaca a importancia desse

recurso para o funcionamento dos ecossistemas (TOTOLA; CHAER, 2002).

A qualidade do solo, sendo um estado funcional complexo resultante da
interacdo entre os atributos quimicos, fisicos e bioldgicos, ndo pode ser mensurada
diretamente e para avalia-la é necessario definir as fungdes do solo relacionadas a cada
atributo (DORAN et al., 1996; TOTOLA; CHAER, 2002; JIN et al., 2009). Dessa

forma, a qualidade edé&fica pode ser inferida a partir de mudancas nos atributos do solo e
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para isso devem ser selecionados indicadores, 0s quais sdo substitutos mensuraveis dos
atributos (ANDREWS et al., 2004; ARAUJO; MONTEIRO, 2007) que permitem
caracterizar, acompanhar e avaliar as alteragdes ocorridas num dado ecossistema.

Indicadores s&o necessarios ndo somente como substitutos, refletindo a
funcionalidade dos solos, mas também para orientar a recuperacao de areas degradadas
(HINOJOSA et al., 2004). Nesse contexto, o indicador pode ser uma variavel
mensuravel, um processo, ou um indice composto de diversas medidas do solo
(TOTOLA; CHAER, 2002; MELLONI, 2007). No entanto, é obvio que nenhum
indicador, individualmente, podera descrever e quantificar todos os aspectos
relacionados & qualidade do solo (STENBERG, 1999; TOTOLA; CHAER, 2002;
SCHLOTER et al., 2003; ARAUJO; MONTERIRO, 2007).

Os indicadores de qualidade podem ser classificados em fisicos, quimicos e
bioldgicos (Tabela 1). Até pouco tempo, os estudos de qualidade do solo eram baseados
principalmente em investigacOes dos indicadores quimicos e fisicos, subestimando-se o
papel da biota no funcionamento do solo (SCHLOTER et al., 2003; MELLONI et al.,
2008). Devem ser identificados e analisados quanto a sensibilidade as mudancas e
distdrbios ocorridos no ambiente edafico (Gil-SOTRES et al., 2005). Uma vez que
tenham sido definidos, esses indicadores podem ser monitorados de forma a avaliar o
impacto do manejo adotado sobre a qualidade do solo (CHAER; TOTOLA, 2007).

Para nortear a escolha de indicadores de qualidade/degradacdo do solo, Doran e
Zeiss (2000) sugerem alguns critérios: os indicadores devem ser sensiveis as variagdes
de manejo e clima, de facil mensuracédo, econdmicos e Uteis para explicar 0s processos
do ecossistema. Entretanto, a selecdo de indicadores vai depender da finalidade a que se

propde a utilizagéo do solo.

Para Islam e Weil (2000a) os indicadores podem ser divididos em trés grandes
grupos: (a) os efémeros, cujas alteragdes ocorrem em curto espaco de tempo ou sédo
modificados pelas praticas de cultivo, tais como: umidade do solo, densidade, pH,
disponibilidade de nutrientes; (b) os permanentes, que sdo inerentes ao solo, tais como:
profundidade, camadas restritivas, textura, mineralogia; (c) os intermediarios, que
demonstram critica influéncia da capacidade do solo em desempenhar suas funcdes,
como: agregacgdo, biomassa microbiana, quociente respiratorio e carbono organico total.
Para esses autores, os indicadores intermediarios sdo 0s mais indicados para integrarem

um indice de qualidade do solo.
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Tabela 1. Indicadores fisicos, quimicos e biologicos e suas relacdes com a qualidade do

solo

Indicadores

Relacdo com a qualidade do solo

Fisicos

Estrutura do Solo

Infiltracdo e densidade do solo
Capacidade de retencdo de umidade
Quimicos

Matéria organica do solo

pH

Condutividade elétrica
Contetdode N, Pe K
Bioldgicos

Biomassa microbiana

Mineralizacéo de nutrientes (N, P e S)

Retencao e transporte de agua e nutrientes
Movimento de agua e porosidade do solo.

Armazenamento e disponibilidade de agua

Fertilidade, estrutura e estabilidade do solo
Atividade biolodgica e disponibilidade de
nutrientes

Crescimento vegetal e atividade microbiana

Disponibilidade de nutrientes para as plantas.

Atividade microbiana e reposicao de nutrientes.
Produtividade do solo e potencial de suprimento

de nutrientes.

Respiracdo do solo Atividade microbiana

Atividade enzimatica do solo Atividade microbiana e catalitica no solo.

Araujo e Monteiro, 2007 (Adaptado de Doran e Parkin, 1994).

De todo modo um dos desafios atuais da pesquisa € como avaliar a qualidade de
um solo de maneira facil e simples, uma vez que ndo ha método prético e confiavel para

essa estimativa.

2.7 INDICADORES BIOLOGICOS DE QUALIDADE DO SOLO

A crescente degradacdo ambiental tem impulsionado a busca por indicadores
sensiveis de qualidade do solo, tanto para avaliacdo pontual de um ecossistema, como
para predizer quais praticas podem favorecer a recuperagdo do solo (ANDREWS;
CARROL, 2001; HERRICK et al., 2002; SARDANS; PENUELAS, 2005; PORTO et
al., 2009; HUNGRIA et al., 2009; ARAUJO et al., 2013).

A avaliacdo das propriedades biologicas do solo se adequa a maioria dos
critérios de um indicador de qualidade de solo (DORAN; ZEISS, 2000), apesar de ter



Santos, V.M. Funcionamento e estrutura da comunidade microbiana... 25

sido ignorado em muitos estudos. A capacidade de responder rapidamente as mudancas
no solo e o fato da atividade microbiana do solo refletir a influéncia conjunta dos fatores
responsaveis pela degradacdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes (BEHERA;
SAHANI, 2003; ZHANG et al., 2011), justifica 0 uso de micro-organismos e processos

microbiologicos para estudar a qualidade dosolo.

A microbiota do solo apresenta grande potencial de utilizagdo em estudos da
qualidade edéfica, pois 0s micro-organismos constituem fonte e depoésito de nutrientes
em todos os ecossistemas; além disso, participam ativamente em processos benéficos
como a estruturacao do solo, a formacgéo do humus, a solubilizacdo de nutrientes para as
plantas e a degradacdo de compostos persistentes aplicados ao solo (GREEN et al.,
2007; GAMA-RODRIGUES; GAMA-RODRIGUES, 2008; KASCHUK et al., 2010).
As propriedades microbioldgicas tém sido amplamente discutidas na literatura como
indicadores de qualidade (HINOJOSA et al., 2004; KIZILKAYA; BAYRAKLI, 2005;
PARADELO et al., 2009; STURSOVA; BALDRIAN, 2011; ZHANG et al., 2011) dado
o0 relacionamento entre atividade e diversidade microbiana, vegetacédo e sustentabilidade
dos ecossistemas (DORAN et al., 1996).

O funcionamento microbioldgico e bioquimico do solo tem sido frequentemente
proposto como indicador sensivel de estresse ecoldgico ou dos processos de restauragdo
dos solos tanto em ambientes naturais como em agroecossistemas (BADIANE et al.,
2001; SCHROTH et al., 2002). A analise desses indicadores pode fornecer informacdes
importantes sobre o desempenho de funcdes-chave do solo (CHAER et al., 2009).
Diferentemente do que ocorre com os indicadores quimicos, cujos niveis ja estdo
relativamente bem definidos para cada nutriente e tipo de solo, a base de informacdes
disponivel sobre os dados biol6gicos ainda é muito pequena. Dessa forma, as
dificuldades na interpretacdo dos bioindicadores de qualidade constitui um dos grandes
obstaculos a serem transpostos para 0 uso dessas variaveis nas avaliaces de qualidade
do solo (TOTOLA; CHAER, 2002; PAZ-FERREIRO et al., 2010).

Entre os indicadores comumente utilizados para avaliacdo do funcionamento
microbioldgico do solo destacam-se o carbono da biomassa microbiana (DE-POLLLI;
GUERRA, 1997), a evolucdo de CO2 (GRISI, 1978), a atividade de enzimas do solo
(BURNS, 1982), a relacdo carbono da biomassa microbiana/carbono organico,
denominada quociente microbiano, e a relagdo respiracdo/biomassa (ANDERSON;
DOMSCH, 1985). Os indicadores basicos e 0 nimero de medidas a serem estimadas
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ainda estdo em discussdo; no entanto, programas nacionais e internacionais para o
monitoramento da qualidade do solo incluem avaliacbes da biomassa e atividade
respiratéria (SCHLOTER et al., 2003). Os critérios para a escolha de indicadores devem
estar relacionados, principalmente, com sua utilidade em definir processos do

ecossistema.

2.7.1 Carbono da biomassa microbiana (CBM)

Diversas metodologias podem ser utilizadas para estimar a biomassa microbiana,
sendo mais freqlientes a fumigacdo-incubacdo (JENKINSON; POWLSON, 1976), a
fumigacdo-extracdo (VANCE et al., 1987) e a irradiacdo-extracdo (ISLAM; WEIL,
1998); varios estudos tém comparado a eficiéncia desses métodos na determinagdo da
biomassa microbiana (WARDLE; GHANI, 1995; BRANDAO-JUNIOR et al., 2008). A
fumigacdo-extracdo tem sido usada com mais frequéncia devido a rapida avaliacdo em
comparacdo com o método de fumigacdo-incubacdo, e a independéncia em relacdo ao
estado fisioldgico da populagcdo microbiana do solo (VANCE et al., 1987). Além disso,
0 método tem sido recomendado para mensuracdo de CBM em solos do Brasil pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo (ROSCOE et al., 2006).

O teor de carbono da biomassa microbiana pode ser indicativo do potencial da
disponibilidade de nutrientes para os vegetais, podendo estar relacionado a qualidade do
solo e, consequentemente, a produtividade ecoldgica (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).
O C contido na biomassa microbiana consiste em energia armazenada para futuros
processos microbianos (BLAGODATSKAYA; KUZYAKQV, 2008).

Diversos estudos foram realizados para avaliar a biomassa em solos degradados
(CARNEIRO et al., 2008), sob diferentes coberturas vegetais (GAMA-RODRIGUES et
al., 2008) em sistemas agricolas (SILVA et al., 2010a), comparando sistemas naturais e
agricolas (JAKELAITIS et al., 2008) e em sistemas agroflorestais (NOGUEIRA et al.,
2006).

Bohme e Bohme (2006) observaram que espécies vegetais influenciam
diferentemente o contetido de carbono microbiano em decorréncia da rizodeposigdo. Em
areas de reabilitacdo ap6s mineragcdo com bauxita, 0 aumento na biomassa microbiana
foi atribuido a entrada de C pela rizodeposicdo e decomposicdo da fitomassa
(CARNEIRO et al., 2008). Esses autores relataram que o beneficio € decorrente das

caracteristicas dos vegetais que apresentavam sistema radicular extenso e de
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crescimento rapido, aléem de produzir grande quantidade de fitomassa, promovendo

condigdes para o crescimento microbiano.

Outro estudo em area de mineragdo de bauxita demonstrou que o teor de CBM
atingiu valores proximos ao da area de referéncia 10 anos apos o reflorestamento ou
recuperacdo espontanea da vegetacdo (COSTA et al., 1998). Em plantacdes de eucalipto
com distintas idades, Barreto et al. (2008) verificaram aumento do teor de CBM apds 13
anos de cultivo. Particularmente nos plantios de eucalipto, as variagdes no teor de CBM
podem estar associadas as mudancas na ecologia do solo (GREGORICH et al., 1997),
promovidas pela introducdo e estabelecimento da vegetacdo (ARAUJO et al., 2010),
uma vez que 0s micro-organismos do solo séo afetados por varios fatores, incluindo a
quantidade e a qualidade de exsudatos secretados, propriedades fisicas e quimicas do
solo (ZHANG et al., 2011).

Numa compilacdo de dados sobre os principais estudos abordando a estimativa
da biomassa microbiana do solo em ecossistemas brasileiros nos ultimos 30 anos,
Kaschuk et al. (2010) observaram que o teor de CBM varia de acordo com o ambiente e
geralmente solos cultivados apresentam menores teores do que areas com vegetacdo
nativa. Para melhor entendimento das mudancas no CBM ¢é necessario compreender a
dindmica da ciclagem de nutrientes e da atividade microbioldgica, sobretudo em
ecossistemas sob condicdes de degradacéo.

A determinacdo do CBM ndo fornece indicagbes sobre a atividade dos micro-
organismos do solo, sendo necessario avaliar simultaneamente atributos quepossam
medir o estado metabolico da comunidade microbiana do solo (MENDES et al., 2012),
como por exemplo respiracdo basal e a atividade de enzimas do solo. Importantes
variaveis podem ser derivados do CBM como o quociente microbiano e 0 quociente
metabolico (KASCHUK et al., 2010), os quais servem para indicar a vulnerabilidade

dos ecossistemas em termos de resisténcia e resiliéncia.

2.7.2 Respiragéao basal

A respiragédo basal do solo consiste na medida das fungdes metabolicas nas quais
ocorre producdo de CO, (ADACHI et al., 2006; GAMA-RODRIGUES et al., 2008;
PRAGANA et al., 2012). A liberagdo de CO, é proveniente da atividade de bactérias,
fungos, algas e protozoarios do solo e também das raizes de plantas (EPRON et al.,
2006; GAMA-RODRIGUES et al., 2008). A contribuicdo de raizes para a respiragao do
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solo varia de 10% a 90% dependendo da estacdo do ano e da vegetacdo; estudos de
longa duracdo indicam as contribui¢cbes médias de 45% e 60% em areas florestadas e
abertas, respectivamente (HANSON et al.,, 2000). Em plantagcbes de eucalipto a
respiracdo radicular contribui com 59% para a respiracdo total do solo (EPRON et al.,
2006).

De modo geral, a quantidade do CO, emitido esta relacionada a capacidade de
degradacdo da matéria organica pela microbiota heterotréfica, 0 que constitui uma fase
fundamental no ciclo do carbono (HERNANDEZ; GARCIA, 2003; EPRON et al.,
2006). Desse modo, a disponibilidade de C no solo tem sido descrita como um dos
fatores que pode contribuir para 0 aumento da respiracdo basal do solo (PRAGANA et
al., 2012).

Alta taxa respiratoria pode ser uma caracteristica desejavel, considerando-se que
pode indicar uma altaatividade da biomassa microbiana e rapida transformacdo da
matéria organica em nutrientes para as plantas. Atividade respiratoria elevada pode ser
resultado tanto de um grande “pool” de substratos de C labeis, onde a decomposicao da
matéria organica ¢ intensa, como da rdpida oxidacdo de um pequeno “pool” decorrente,
por exemplo, da quebra de agregados do solo promovida pela aragdo, a qual expde
material organico que se encontrava protegido da acdo microbiana (TOTOLA; CHAER,
2002). Assim, elevada emissdo de CO2 pode indicar tanto um distdrbio ecolégico como
alta produtividade do ecossistema (ISLAM; WEIL, 2000b), devendo ser analisada em
cada contexto.

A quantificacdo de CO2 liberado pela respiracdo dos micro-organismos constitui
um dos métodos mais utilizados para avaliacdo da atividade metabdlica (GRISI, 1978;
SANTRUCKOVA; STRASKRABA, 1991; WARDLE, 1994; WALDRORP et al., 2000;
SICARDI et al., 2004; CHAER; TOTOLA, 2007; BARRETO et al., 2008; PAZ-
FERREIRO et al., 2010; FANIN et al., 2011). Medidas de respiragdo microbiana
refletem diretamente a atividade de micro-organismos heterotrofos e informam quanto a
bioatividade do solo (PAUL; CLARK, 1989). A respiracdo microbiana, assim como
outras atividades metabolicas, depende do estado fisiologico das celulas, sendo
influenciada por diversos fatores ambientais como umidade do solo, temperatura,
disponibilidade de nutrientes, quantidade de C organico, pluviosidade e qualidade da
matéria organica (ADACHI et al., 2006; SNAJDR et al., 2008; SILVA et al., 2010b;
HELINGEROVA et al., 2010).
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Respostas diferenciadas desse parametro ao manejo do solo e praticas agricolas
dependem de variagdes espaciais, como a profundidade da coleta das amostras ou do
tipo de solo cultivado (ANDREA; PETTINELLLI, 2000; SNAJDR et al., 2008; CHAER
et al., 2009). O tipo de vegetacdo e idade das plantas também sdo fatores relevantes.
Helingerova et al. (2010) constataram diminuicdo da respiracdo com o incremento da
idade sucessional em &rea de mineracdo de carvdo. Outros estudos relatam uma
tendéncia de aumento da biomassa microbiana durante a fase inicial da sucessao; apos
esse periodo os teores de nutrientes geralmente diminuem e a biomassa microbiana pode
declinar ou permanecer constante (BALDRIAN et al., 2008). Em povoamentos de
eucalipto no estado do Espirito Santo, a idade das plantas ndo influenciou a taxa de
evolugéo de CO, (BARRETO et al., 2008). Segundo Behera e Sahani (2003), baixa taxa

de respiracdo em solos sob plantios de eucalipto reflete pouca atividade microbiana.

Em muitos casos, a interpretacdo dos resultados da avaliagdo da respiragdo
microbiana torna-se dificil, devendo por isso ser realizada com cautela (CHAER, 2002).
A associacdo de outras medidas da atividade microbiolégica do solo mostra-se
necessaria para obtencdo de resultados mais completos sobre a real condicédo do sistema
em estudo. Assim, uma varidvel de interpretacdo aparentemente mais adequada é a taxa

de respiracdo por unidade de biomassa.

2.7.3 Quociente metabdlico

O quociente metabdlico (qCO,) é relacdo entre o CO, produzido pela respiracéo
microbiana e o CBM e tem sido utilizado para avaliar efeitos ambientais e
antropogénicos sobre a biomassa microbiana do solo (WARDLE; GHANI, 1995;
GRAHAM; HAYNES, 2004; ZHANG et al., 2011). Esse quociente baseia-se na teoria
bioenergética de Odum, segundo a qual comunidades microbianas sob condi¢des de
estresse (limitacbes de nutrientes, baixo pH, etc.) ou expostas a qualquer tipo de
perturbacdo serdo menos eficientes em converter o C assimilado em biomassa, pois a
maior parte do C devera ser utilizado para fornecer energia para processos metabolicos
necessarios a manutencédo celular. O quociente metabolico tem sido usado como indice
ecofisiolégico dos micro-organismos do solo e reflete o status bioenergético da
biomassa microbiana (ZHANG et al., 2011).

O declinio do quociente metabdlico é interpretado como aumento da eficiéncia
da utilizacdo de C pela biomassa (BANNING et al., 2008; KASCHUK et al., 2010).

Baixos valores de qCO, supostamente refletem um ambiente estdvel ou proximo ao
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estado de equilibrio. Por outro lado, valores elevados sdo indicativos de ecossistemas
jovens, submetidos a alguma condicdo de estresse (BEHERA; SAHANI, 2003;
DINESH et al., 2003; BOHME; BOHME, 2006; MALUCHE-BARETTA et al., 2006).
Nessas condi¢bes, ocorre maior gasto de energia para manutencdo da comunidade
microbiana e 0s micro-organismos tendem a consumir mais substrato para sobreviver
(AGNELLI et al., 2001; CARNEIRO et al., 2008). Assim, parte do carbono microbiano
sera perdido na forma de CO, pela alta catabolizacio da matéria organica (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007; CARNEIRO et al., 2008).

Em solos com plantio de eucalipto, elevado qCO, reflete o declinio na eficiéncia
de utilizacdo do substrato pela comunidade microbiana do solo (BEHERA; SAHANI,
2003) e o declinio da biomassa fangica nos solos resultou em incremento do qCO,
(BEHERA; SAHANI, 2003). Frequentemente, solos com alto qCO, s&o dominados por
organismos colonizadores de rapido crescimento (TOTOLA; CHAER, 2002). Mudancas
na composi¢do da comunidade microbiana podem contribuir para aumento dos valores
de gCO, (WARDLE; GHANI, 1995). Mas nem sempre 0 qCO, tem sido uma avaliacéo
consistente da condicdo de distarbio ou sustentabilidade dos ecossistemas, uma vez que,
ha situacdes nas quais ocorre menor sensibilidade desse indice em relacdo a outros
indicadores de qualidade do solo (WARDLE; GHANI, 1995). Desse modo, a
interpretacdo dos resultados do qCO, requer cautela e um amplo conhecimento do

sistema em estudo.

2.7.4 Quociente microbiano

O quociente microbiano (gmic) representa a relagdo entre o carbono microbiano
e o carbono orgénico total. Essa relacdo fornece informacgdes sobre a qualidade da
matéria organica e a quantidade de carbono imobilizado na biomassa microbiana
(BANNING et al., 2008).

Mudancas no gmic refletem o padrdo de entrada da matéria orgénica no solo e
indicam se o carbono estd em equilibrio, ou se estd sendo acumulado ou reduzido
(ANDERSON; DOMSCH, 1990). Em circunstancias de desequilibrio ambiental ou em
situagbes em que a biomassa microbiana encontra-se sob algum fator de estresse
(deficiéncia de nutrientes, acidez, deficiéncia hidrica, etc.), a capacidade de utilizacaode
C € menor, conduzindo ao decréscimo do gmic (WARDLE, 1994). Redugdes nos

valores do gmic podem ocorrer devido a baixa qualidade nutricional da matéria
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organica, fazendo com que a biomassa microbiana torne-se pouco eficiente em utilizar
totalmente o C organico (GAMA-RODRIGUES; GAMA-RODRIGUES, 2008).

Por outro lado, em locais sob condicGes favoraveis, ha tendéncia de aumento da
biomassa microbiana, e em consequéncia, o gmic tende a aumentar (WARDLE, 1994;
KASCHUK et al., 2010). Com adi¢cdo de matéria organica, ou com a mudanca do fator
limitante para uma condicdo favoravel a biomassa pode aumentar rapidamente, mesmo

se os teores de carbono organico permanecem inalterados (CHAER; TOTOLA, 2007).

Diversos ecossistemas sucessionais tém apresentado incremento no gmic logo
apos o disturbio e subsequente declinio com o tempo de sucessdo (BANNING et al.,
2008). Esse padrdo tem sido interpretado como indicativo da diminuicdo da
disponibilidade de C da matéria organica do solo durante o periodo, mudangas na
estrutura da comunidade microbiana também podem ser um fator importante
(SCHIPPER et al., 2001; GRAHAM; HAYNES, 2004).

2.7.5 Enzimas do solo

As transformacOes mediadas pela biomassa microbiana sdo catalisadas por
enzimas envolvidas nos processos de ciclagem de nutrientes e degradacdo de substratos
complexos (DICK et al., 2000; KANDELER et al., 2006; STURSOVA; BALDRIAN,
2011; SNAJRD et al., 2013). Nos solos, as enzimas sdo produzidas principalmente por
fungos ebactérias (AON; COLANERI, 2001; CRIQUET et al., 2004; SARDANS;
PENUELAS, 2005; BALDRIAN et al., 2008; GEISSELER et al., 2011), sendo também

sintetizadas por animais e plantas.

A producdo de enzimas depende de fatores ambientais como pH, temperatura e
umidade e da presenca de inibidores e ativadores no solo (TABATABAI, 1994;
CRIQUET et al., 2004; ALLISON et al., 2007; BLAGODATSKAYA; KUZYAKOV,
2008), e algumas enzimas séo formadas somente na presenca de substratos apropriados
(UDAWATTA et al., 2009). A atividade enzimética do solo pode fornecer informacGes
sobre 0 metabolismo microbiano e disponibilidade de recursos no ambiente
(KIZILKAYA; BAYRAKLI, 2005; SINSABAUGH et al., 2012), fornecendo em curto
espaco de tempo informacgOes relevantes a respeito da funcionalidade da microbiota
edafica (ISLAM; WEIL, 2000b; GARAU et al., 2011). Além disso, reflete o efeito de
numerosos fatores, incluindo clima, tipo de alteracdo ocorrida nos ambientes e técnicas
de manejo (DEGENS et al., 2000; WALDROP et al., 2000; GIANFREDA et al., 2005;
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CHAER; TOTOLA, 2007; TRASAR-CEPEDA et al., 2008).

A atividade enzimética do solo integra informagdes importantes sobre o status
microbioldgico e condigdes fisico-quimicas do solo (AON et al., 2001), tornando-se um
parametro adequado para avaliar o papel dos micro-organismos nos processos do solo
(DODOR; TABATABAI, 2003). A composicdo da comunidade microbiana determina o
potencial da comunidade para sintetizar enzimas, e qualquer modificacdo na
comunidade pode ser refletida no nivel de enzimas do solo. As alteracbes na atividade
das enzimas podem refletir modificacfes no funcionamento metabdlico do solo e na
ciclagem de nutrientes, as quais sdo explicadas por mudancas na composicdo da
comunidade microbiana (ACOSTA-MARTINEZ et al., 2011).

Vérios trabalhos tém enfatizado a importancia da atividade enzimatica como
indicador sensivel para detectar diferencas entre solos e mudancas que variamem funcao
da influencia das acGes antropicas (BANDICK; DICK, 1999; BAUDOIN et al., 2003;
CLAASSENS et al., 2008; PAZ-FERREIRO et al., 2010). O componente microbiano e
a atividade das enzimas do solo sdo atrativos como indicadores para monitorar a
perturbacdo ou a poluicdo dos solos devido ao seu papel crucial no funcionamento desse
ambiente (PASCUAL et al., 2000; HINOJOSA et al., 2004).

A atividade enziméatica do solo resulta da acdo de enzimas abibnticas
(extracelulares) e bidnticas (intracelulares). As primeiras sdo secretadas no ambiente por
organismos vivos durante o metabolismo e a diviséo celular, ou podem ser liberadas por
células lisadas, ligadas a parede celular ou retidas no espaco periplasmatico (BADIANE
et al., 2001). Enzimas extracelulares sdo o principal meio pelo qual a microbiota do solo
degrada compostos organicos complexos em moléculas pequenas que podem ser
assimiladas (ALLISON; VITOUSEK, 2005) e podem estar associadas com

componentes microbianos como células dormentes, mortas ou restos celulares.

As enzimas mais estudadas sdo as hidrolases, devido a relagdo com a
mineralizacdo de nutrientes essenciais aos ecossistemas terrestres (AON; COLANERI,
2001). As hidrolases sdo responsaveis por catalisar reac6es de clivagem de ligagdes com
posterior liberagdo de uma molécula de &gua e ndo requerem co-fatores, sendo mais
resistentes as inativagfes do que as demais enzimas do solo (DICK; TABATABAI,
1999). Nesta categoria encontram-se as polissacaridases (amilase, celulase, xilanase), a
protease, a invertase ou sacarase, a urease, a arilsulfatase e as fosfatases. Alem das

hidrolases, as oxirredutases que catalisam a transferéncia de elétrons de uma molécula
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para outra também sdo bastante estudadas. Neste grupo estdo a desidrogenase, a lacase,

a peroxidase, entre outras.

As glicosidases estdo envolvidas na degradacdo de componentes de C,
hidrolisam celulose e outros polimeros de carboidratos (BOHME; BOHME, 2006;
XIAO-CHANG; QIN, 2006; CUNHA-QUEDA et al.,, 2007). Essas enzimas sao
amplamente distribuidas na natureza, possuem funcgdo critica na liberacdo de agUcares
de baixo peso molecular, importante fonte de energia para 0s micro-organismos do solo
(BANDICK; DICK, 1999; WALDROP et al., 2000). A B-glicosidase € uma das
principais glicosidases do solo (SARDANS et al., 2008) e sua acdo € fundamental na
liberacdo de nutrientes da matéria organica. Atua nas primeiras fases de degradacdo de
compostos organicos reduzindo o tamanho molecular e produzindo estruturas organicas
menores. A atividade da B-glicosidase tem sido utilizada para avaliar a qualidade do

solo sob diferentes praticas de manejo (DONI et al., 2012).

Claassens et al. (2005) relataram uma correlagdo positiva significativa entre a
atividade da p-glicosidase e o C total do solo. Pérez de Mora et al. (2005) observaram
que alta concentracdo de Zn tem pouco efeito sobre a atividade da p-glicosidase no solo,
devido ao fato dos micro-organismos necessitarem de mais C para sua manutencao

quando estdo sob condicdo de estresse, desse modo produzem mais enzima.

As arilsulfatases sdo enzimas extracelulares que catalisam a hidrélise dos ésteres
de sulfato organico os quais correspondem a 40-70% do enxofre total do solo
(TABATABAI, 1994; MELO et al., 2010; BAKER et al.,, 2011). A avaliacdo da
atividade das arilsulfatases pode fornecer informacGes sobre a mineralizacdo e a
transformacdo dos compostos de S no solo, essenciais para a nutricdo da planta
(KNAUFF et al., 2003; ACOSTA-MARTINEZ et al., 2011). Essa enzima pode ser um
indicador indireto de biomassa flngica, pois apenas os fungos possuem ésteres de
sulfato, substrato para arilsulfatase (BANDICK; DICK, 1999).

As ureases participam do ciclo do nitrogénio, contribuindo para liberacdo de N
inorganico e catalisam a hidrolise da uréia para CO2 e amonia, os quais sdo assimilados
por micro-organismos e plantas (KIZILKAYA; BAYRAKLI, 2005). As ureases
participam da hidrélise dos compostos de aminoacidos, os quais sdo fornecidos ao solo
a partir de plantas e, em menor extensdo, pelos micro-organismos e animais

(SARDANS et al., 2008). As ureases do solo sdo altamente resistentes & degradacao
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ambiental. Alguns autores admitem que isso ocorra devido ao fato de ficarem protegidas
da acdo de outras proteases por permanecer no interior dos solos, onde o substrato
consegue penetrar (MELO et al., 2010).

As fosfatases hidrolisam compostos de P organico transformando-os em
diferentes formas de P inorganico, os quais sdo assimilados pelas plantas (AMADOR et
al., 1997; BAKER et al., 2011). Essas enzimas podem ter origem a partir de micro-
organismos, como bactérias, fungos ou protozoarios, assim como animais e raizes de
plantas (CRIQUET; BRAUD, 2008). As fosfatases do solo sdo derivadas
principalmente da populacdo microbiana e tém sido sugeridas como um indice da
atividade microbiana (DODOR; TABATABAI, 2003). De acordo com o tipo de ligacéo
que hidrolisam as fosfatases podem ser divididas em: fosfomonoesterase,
fosfodiesterase e fosfotriesterases. As fosfomonoesterases tém sido extensivamente
estudadas em ecossistemas terrestres (TURNER; HAYGARTH, 2005; CRIQUET;
BRAUD, 2008) e sdo consideradas as fosfatases predominantes em muitos tipos de solo
e serapilheira (TURNER et al., 2002; CRIQUET et al., 2004), provavelmente devido a
pouca especificidade por substrato. Quanto as denominacdes acidas e alcalinas, estas
referem-se a faixa 6tima de H nas quais atuam essas enzimas (DODOR; TABATABAI,
2003). A fosfatase acida tem sido reportada como predominante em solos é&cidos,
enquanto a fosfatase alcalina predomina em solos alcalinos. Nesse sentido, as raizes das
plantas constituem uma importante fonte de fosfatase acida nos solos, o que ndo
aconteceu em relacdo a fosfatase alcalina, a qual € atribuida a bactérias e fungos do solo
e estd ausente da rizosfera de plantas cultivadas axenicamente (CRIQUET et al., 2004).
Relacéo entre a fosfatase e o C total do solo tem sido relatada em estudos em areas de
mineragdo (CLAASSENS et al., 2005).

As desidrogenases catalisam a oxidagdo de substratos orgénicos e tém
importante funcdo no estado inicial de oxidacdo da matéria organica (CAMINA et al.,
1998). A atividade dessas enzimas é usada como uma medida da atividade microbiana
no solo e tem sido considerada indicadora sensivel da qualidade do solo em ambientes
degradados (GARCIA et al., 1997); no entanto, alguns autores criticam essa abordagem
(NANNIPIERI et al., 1990) uma vez que muitos fatores (tipo de solo, pH) podem afetar
a sua atividade (PASCUAL et al., 2000). Por outro lado, varios autores consideram a
desidrogense um dos melhores indicadores da atividade microbiana por ser ativa apenas
nas membranas das células vivas (GARCIA et al., 1997, CAMINA et al., 1998, SINHA
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et al., 2009).

Tabela 2. Principais enzimas envolvidas na ciclagem do carbono, do nitrogénio, do
enxofre e do fésforo no solo e algumas caracteristicas dos métodos utilizados em suas

determinacoes.

Substrato usado na
Enzimas determinagéo Detecgdo Referéncia

Determinacéo do p-
p-nitrofenil-B-  nitrofenol liberado por
B-Glicosidase glicopiranosideo colorimetria (mmol kg™ Eivazi e Tabatabai (1988)
p-nitrofenol)

Quantificacao dos

acucares redutores Schinner e Von Mersi
Invertase Sacarose liberados por colometria (1990)
(mg kg™ h™)
Carboximetil Schinner e Von Mersi
Celulase cellulose Idem invertase (1990)

Quantificacdo do aménio
liberado por colorimetria

Urease Uréia + Kandeler e Gerber (1988)
(mmol kg h™ NH, )
p-nitrofenil sulfato Tabatabai e Bremner
Arilsulfatase Idem B-Glicosidase (1970)

p-nitrofenil fosfato
Fosfatases Idem B-Glicosidase Tabatabai e Bremner
(1969)

Determinacéo
colorimétrica do 2,3,5-
Cloreto de 2,3,5- trifenil formazan (TTF)
trifeniltetrazolio  produzido pela reducgéo Casida et al. (1964)
Desidrogenase (TTC) do TTC (umol kg™* h™
TFP)

Adaptado de Toétola e Chaer (2002)

Outra avaliacdo indireta da atividade heterotrofica do solo é a hidrolise do
diacetato de fluoresceina (FDA). Este substrato € hidrolisado por diversas enzimas,

como as proteases, as lipases e as esterases (MELO et al., 2010), liberadas em grande
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quantidade pelos decompositores primarios, como as bactérias e fungos (TAYLOR et

al., 2002), servindo como indicador da atividade da biomassa do solo.

Como a extracdo de enzimas do solo é extremamente dificil, a sua presenca
costuma ser caracterizada pela avaliacdo da atividade sob um conjunto de condicdes
previamente estabelecidas (pH, temperatura, concentracdo do substrato). Dessa forma,
as atividades enzimaticas do solo costumam medir a atividade potencial e ndo sua
atividade in situ. Os procedimentos para determinacdo da atividade das enzimas em
geral prescrevem o emprego de solugcdo tamponada contendo o substrato da enzima para
ser misturada ao solo, sendo a mistura incubada sob condi¢cdes padronizadas por
determinado periodo e o produto formado quantificado por método colorimétrico
(TOTOLA; CHAER, 2002). Quanto maior a intensidade da coloragdo, maior a
quantidade de produto formado e consequentemente maior a atividade enzimatica. Entre
os fatores importantes na determinacdo da atividade de enzimas do solo estdo o preparo
das solugdes, 0 armazenamento das amostras, o tempo de incubacdo e a concentracdo do
substrato (MATSUOKA, 2006).

A escolha das enzimas a serem analisadas é baseada na sensibilidade ao manejo
do solo, na sua importancia na ciclagem de nutrientes e na incorporacdo da matéria
organica e na simplicidade da analise (TOTOLA; CHAER, 2002). Devido a importancia
do C, N, P e S para a nutricdo das plantas e o metabolismo microbiano, as enzimas
envolvidas na assimilacdo desses elementos sdo frequentemente estudadas (JIN et al.,
2009; STURSOVA; BALDRIAN, 2011) (Tabela 2). Em geral, as atividades
enzimaticas do solo sdo fortemente relacionadas com o conteudo de matéria organica e
C da biomassa microbiana (MANDAL et al., 2007). Alguns estudos tem demonstrado
que a atividade enzimatica é regulada pelo teor de umidade do solo (CRIQUET et al.,
2002; BALDRIAN et al., 2008).

A atividade enzimatica tem sido considerada bom indicador da qualidade do
solo (BANDICK; DICK, 1999; GIANFREDA et al., 2005; CARREIRA et al., 2008;
BASTIDA et al., 2008) refletindo o grau de qualidade alcangado por um solo em
processo de reabilitacdo (CARAVACA et al., 2003). As enzimas tém sido usadas com
sucesso no monitoramento do processo de recuperacdo do solo em éreas pds-mineragao
incluindo praticas de revegetacdo (GARCIA et al., 2000; ALLISON et al., 2007).

Dois fatores principais influenciam a atividade das enzimas e o conteddo da

biomassa microbiana em locais minerados e em processo de recuperacdo: o efeito da
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idade do local com processo simultaneo de acumulacdo de matéria organica, e
mudancas no contetdo de nutrientes que afetam principalmente a atividade das enzimas

que participam da decomposicdo da serapilheira (BALDRIAN et al., 2008).

O impacto diferencial da idade da vegetacdo sobre a atividade enzimatica tem
sido relatado em varios estudos. Avaliando mudancas na atividade enzimatica e na
comunidade microbiana em cronossequéncia na Nova Zelandia (ALLISON et al.
(2007), relataram que as enzimas envolvidas na mineralizagdo do C e N declinaram com
a idade do local, enquanto aquelas envolvidas na mineralizacdo do P e S aumentaram
com o tempo de sucessdo. No Mediterraneo, Fioretto et al. (2009) observaram que a
atividade das enzimas do solo aumentou com o tempo de desenvolvimento da vegetagédo
em ecossistemas com diferentes estadios sucessionais. Em area de mineracdo, em Cuba,
Izquierdo et al. (2005) registraram incremento na atividade da B-glicosidade quatro anos
apos a revegetacdo. Incremento na atividade enzimética com o aumento da idade
sucessional também foi relatado em é&reas de mineracdo de carvdo, na Europa
(BALDRIAN et al., 2008). Porém, em algumas situacdes o uso da atividade enzimatica,
ndo distinguiu areas com diferentes graus de impacto no solo (GRAHAM; HAYNES,
2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 EFICIENCIA DO REFLORESTAMENTO COM EUCALIPTO EM AREA DE
MINERACAO: USO DE INDICADORES MICROBIANOS, QUIMICOS E FiSICOS

3.1.1 Local de estudo

O estudo foi realizado em area pertencente a empresa Itapoama Mineracao,
localizada no municipio do Cabo de Santo Agostinho, litoral sul de Pernambuco,
Nordeste do Brasil. O clima da regido ¢ do tipo As’, segundo a classificagao de Koppen,
caracterizando-se como tropical chuvoso (ASSIS, 1999). A precipitacdo anual é da
ordem de 2.160 mm, as chuvas ocorrem no periodo de mar¢o a agosto e a estacdo seca
se prolonga de setembro a fevereiro. A média anual de temperatura é de 25°C; dados de
precipitacdo e temperatura referentes ao periodo das coletas sdo apresentados na Tabela
3.

Os solos predominantes nessa regido sao do tipo latossolo vermelho-amarelo
distrofico, com acidez acentuada e baixa saturacdo por bases (< 50%). No local de
estudo, a retirada da argila vem sendo realizada desde 1998 e a revegetacdo das areas foi
iniciada a partir de 2002. Antes da extracdo, a camada superficial do solo (0-30 cm) foi
removida e estocada. As cavas resultantes da exploracdo foram preenchidas com
rejeito/estéril e recobertas com o solo anteriormente estocado. Apés esse procedimento,
iniciou-se a reabilitacdo das &reas, realizada por reflorestamento com Eucalyptus
grandis Hill (ex Maiden). Os plantios foram realizados em covas de 20 cm de
profundidade, com espacamento 3 x 2 m e a fertilizacdo foi realizada com 1509 de NPK
(10:10:10) por planta.

Tabela 3. Dados da precipitacdo anual e da precipitacdo e temperatura no més de
dezembro nos anos de 2009 a 2011 no Cabo de Santo Agostinho, PE

Anos
2009 2010 2011
Precipitacdo anual (mm) 2.099 1.948 2451
Precipitacdo em dezembro (mm) 25 10 7
Temperatura em dezembro (°C) 28 27 28

Fonte: Agéncia Pernambucana de Aguas e Clima
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3.1.2 Amostragem

Amostras de solo foram obtidas em quatro &reas: trés com plantios de eucalipto
com diferentes idades e uma com floresta nativa (Mata Atlantica), usada como
referéncia das caracteristicas originais do solo. No inicio das avaliaces, em dezembro
de 2009, os plantios de eucalipto apresentavam 1, 3 e 5 anos. Os locais foram
reamostrados em 2010 e 2011 para obter uma cronossequéncia de idades de
recuperacdo, e as coletas foram realizadas sempre no inicio de dezembro visando

garantir a consisténcia dos dados.

As areas receberam as seguintes denominacdes: recuperacdo inicial (plantios
deeucalipto com idades de 1 a 3 anos), recuperagdo intermediaria (plantios de eucalipto
com idades de 3 a 5 anos) e recuperacéo avancgada (plantios de eucalipto com idades de
a partirde 5 anos). Todas as areas amostradas estdo localizadas a menos de 1 km uma

das outras, e desde a implantacéo dos plantios ndo houve corte das arvores.

Para a coleta das amostras de solo, seis parcelas (20 x 20m) foram estabelecidas
em cada area, e para cada parcela 20 subamostras (estrutura deformada) foram retiradas
na camada de 0-10 cm para constituir uma amostra composta. Duas amostras nao-
deformadas foram coletadas em cada parcela para determinacdo da densidade,
macroporosidade e microporosidade do solo. Essas amostras foram coletadas em anéis
volumétricos utilizando-se amostrador de Uhland. As amostras deformadas utilizadas
para realizacdo das analises quimicas foram secas ao ar e para as analises bioquimicas e

microbiologicas foram armazenadas a 4°C para preservar a atividade bioldgica.
3.1.3 Analises do solo
e Propriedades quimicas e fisicas

O pH do solo foi determinado em solucéo de solo: 4gua (1:2,5 v/v). Os teores de
carbono organico (CO) foram mensurados pelo método de Walkley-Black (NELSON;
SOMMERS, 1996) e de N total segundo Bezerra e Barreto (2004). P e K foram

extraidos com o extrator Mehlich-1 e Ca 2*, Mg** e Al ** com KCI 1IN (EMBRAPA,

1997). A concentracdo desses elementos no solo foi determinada por colorimetria (P e
Al **) epor absorcdo atdmica (Ca ** e Mg 2*) (EMBRAPA, 1997). A capacidade de troca
catidnica total (CTC) foi calculada como o somatdrio entre a soma de bases (Ca®*, Mg®"

K*, Na*) e a acidez potencial estimada pela soma de H + AI** (EMBRAPA, 1997).
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A densidade do solo foi determinada utilizando-se o método do anel volumétrico
e a macroporosidade e a microporosidade, pelo método da mesa de tensdo com coluna
de &gua de 60 cm (EMBRAPA, 1997). A estabilidade de agregados foi determinada por
peneiramento Umido (KEMPER; CHEPIL, 1965), utilizando-se aparelho de oscilagédo
vertical e conjuntos de peneiras com diferentes aberturas de malha (2,00; 1,00; 0,500;

0,250 e 0,125 mm), hexametafosfato de sddio foi usado como agentedispersante.
e Funcionamento microbioldgico

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi estimado pelo método de
fumigacdo-extracdo (VANCE et al., 1987). O C extraido das amostras fumigadas e ndo
fumigadas foi convertido em carbono microbiano aplicando-se um fator de correcédo
(Kc) de 0,38. A respiracdo basal do solo (carbono prontamente mineralizavel) foi
mensurada pela quantificagdo do CO: liberado durante sete dias de incubagdo do
soloem sistema fechado. O CO2 produzido foi capturado em solucdo de NaOH e
posteriormente titulado com HCL (ALEF; NANNIPIERI, 1995).

As atividades da fosfatase acida (TABATABAI; BREMMER, 1969), B-
glicosidase (EIVAZI; TABATABAI, 1988) e arilsulfatase (TABATABAI,
BREMMER, 1970) foram estimadas pela quantificacdo colorimétrica do p-nitrofenol
resultante da acdo das enzimas com os substratos especificos (p-nitrofenilfosfato, p-
nitrofenil-p-D-glicosideo, p- nitrofenilsulfato). A atividade das enzimas foi avaliada a
37°C por 1 h.

A hidroélise do diacetato de fluoresceina foi determinada pelo método proposto
por Swisher e Carrol (1980). Essa analise avalia a atividade de lipases, esterases e
proteases capazes de hidrolisar compostos fluorescentes liberando fluoresceina. A
atividade da desidrogenase foi mensurada como a taxa de reducdo do cloreto de
trifeniltetrazolio para trifenil formazan durante aincubacdo do solo por 24h a 37°C
(Casida et al., 1964). Todas as amostras foram analisadas em duplicatas a partir de

subamostras mantidas em refrigeragéo (aproximadamente 4°C).
3.1.4 Analise estatistica

Os dados das variaveis quimicas, fisicas e bioldgicas dos locais reflorestados e
sob FN foram analisados por analise de variancia (ANOVA) utilizando o programa
Statistica 6.0 (STATSOFT, 2002). Diferencas estatisticas entre as médias foram

acessadas pelo teste de Duncan a 5% de significancia.
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Além da analise univariada, o escalonamento multidimensional ndo métrico
(NMS) foi utilizado para ordenar as areas considerando o funcionamento
microbioldgico e as propriedades fisicas e quimicas do solo. As ordenacdes NMS
foram realizadas de maneira que permitisse explorar: (1) diferencas entre os locais
estudados em funcdo do tempo de recuperagdo com eucalipto (cronossequéncia), (2)
mudancas ocorridas em cada area ao longo do periodo de estudo (avaliagdo anual do

progresso da recuperacao).

Inicialmente, os dados foram normalizados pelo total de cada variavelpara
anular as diferencas nas unidades. As ordenacdes NMS foram realizadas utilizando o
programa PC-ORD 6 (MjM Software, Gleneden Beach, OR, EUA) e o nimero de
dimensfes a ser interpretado foi selecionado considerando os critérios de estresse e

estabilidade das solucdes gréaficas.

Diferencas estatisticas foram analisadas usando o procedimento de permutacao
multi-resposta (MRPP), baseado na distancia de Sorensen. O MRPP é um método nao
paramétrico que testa a hipGtese de ndo haver diferenca entre grupos no espaco
dimensional. Os valores de p foram ajustados (correcdao de Bonferroni) dependendo do

nimero de combinacgdes pareadas.

O teste de Mantel que avalia a hipétese nula de ndo haver relacdo entre duas
matrizes de distancia (Douglas e Endler, 1982) foi utilizado para avaliar a associacéo
entre o funcionamento microbiologico do solo e a matriz de propriedades quimicas e
fisicas. O teste de Mantel foi realizado com uso do método de aproximacao assintotica,
e a distancia de Sorensen. MRPP e o teste de Mantel foram realizados utilizando o
pacote estatistico PC-ORD 6.0 (MjM Software, Gleneden Beach, OR, EUA).

3.2 COMPOSICAO E FUNCIONAMENTO DA COMUNIDADE MICROBIANA EM
SOLOS REFLORESTADOS COM EUCALIPTO APOS MINERACAO DE ARGILA

3.2.1 Area de estudo e coleta de amostras

O estudo foi realizado em area de extracdo de argila pertencente a Empresa
Itapoama Mineracdo, localizada no municipio do Cabo de Santo Agostinho, litoral sul
do Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. O clima da regido ¢ do tipo As’, segundo
a classificagdo de Koppen, caracterizando-se como tropical chuvoso. A precipitacéo
anual é da ordem de 2.160 mm, as chuvas ocorrem no periodo de margo a agosto e a

estacdo seca se prolonga de setembro a fevereiro. A média anual de temperatura é de
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25°C com 73,5% de umidade relativa do ar (ASSIS, 1999).

O estudo foi conduzido em cinco areas, trés plantios de eucalipto (Eucalyptus
grandis) implantados ap0s extracdo de argila e que se encontravam com idades de 2, 4 e
6 anos; uma area de vegetacdo nativa (Mata Atlantica) usada como referéncia das
caracteristicas originais do solo e também uma area em processo de recuperacdo
espontanea. Nessa Ultima &rea, ap06s a extracdo de argila, a camada superficial do solo
(removida antes do inicio da extragdo) e o rejeito originado pela atividade foram
utilizados para preencher a cava, apds esse processo a area foi nivelada mecanicamente
e mantida sob pousio durante dois anos, sendo a vegetacdo espontanea estabelecida

dominada por braquiaria.

A coleta das amostras de solo foi realizada em dezembro de 2010 durante a
estacdo seca (verdo). Em cada area, seis parcelas (20x20m) foram estabelecidas e para
cada parcela 20 amostras simples foram retiradas na camada de 0-10 cm constituindo
uma amostra composta. As amostras foram homogeneizadas e passadas em peneira de 2
mm de malha, retirando-se as raizes e residuos de plantas e animais. Para as analises
bioquimicas e microbioldgicas, as amostras foram armazenadas a 4°C para preservar a
atividade bioldgica. A analise de acidos graxos foi realizada a partir de amostras

mantidas a -20 °C. As caracteristicas dos solos coletados sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacdo quimica dos solos sob floresta nativa e plantios de eucalipto

implantados apds mineracgéo, no litoral de Pernambuco, Brasil.

Caracteristica Areas
s quimicas ~ - - ” —
P (Mg dm'S) 10,00 16,00 11,00 12,00 3,00
K (cmolc dm'3) 68,00 72,00 54,00 50,00 47,00
Al (cmole dm™3) 1,42 1,88 236 1,20 4,80
Ca (cmolg dm'3) 1,86 1,15 1,84 1,88 1,82
Ma (cmole dm™~ 0.7 0,47 055 077 0,70
H (cmolc dm™3) 22 3,64 346 2,60 4.46
CTC (cmolc dm™3) 678 7,40 6,74 6,72 11,93
M.O. (g dm™3) 6,27 6,44 6,53 6,05 1,87

FN = floresta nativa, E2, E4, E6 = plantios de eucalipto com dois, quatro e seis anos,
respectivamente. RE= recuperacdo espontanea
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3.2.2 Estrutura da comunidade microbiana

A estrutura da comunidade microbiana do solo foi determinada pela anélise de
ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMEs) (SCHUTTER; DICK, 2000). Essa técnica
permite identificar grupos microbianos com base nos tipos de acidos graxos presentes
nas amostras (HAMMAN et al., 2007). A analise dos FAMEs foi realizada com
cromatdgrafo a gas (GC) equipado com coluna cromatogréfica capilar (5% bifenil-95%
dimetilpolisiloxano) e detector de ionizacao de chama (FID). A identificacdo dos &cidos
graxos foi baseada na comparagdo com cromatogramas de padrdes conhecidos (FAME
37 47885-4; Supelco Inc., Bellefonte, PA; P-BAME 24 47080-U; Supelco; 10Mel6:0 e
10Me18:0 Matreya, Pleasant Gap, Pa.).

Para caracterizar a estrutura da comunidade, &cidos graxos tipicos de grupos
microbianos especificos foram utilizados como biomarcadores destes grupos. Os
FAMES com ramificacdo nas posi¢des iso e anteiso (a15:0, i15:0, i16:0, al7:0 e i17:0)
foram utilizados como biomarcadores para bactérias gram positivas (BGP) (Grayston et
al., 2004). Os monoinsaturados e com anéis cliclopropenos (16:1w7c, 18:1w7c, 17:0cy e
19:0cy) para as bactérias gram-negativas (BGN) (Bardgett e McAlister, 1999; Zelles,
1999) e os com radical metil na posicdo 10 (10Mel7:0,10Mel16:0 e 10Mel8:0) para
actinomicetos (ACT) (ZELLES, 1999). Alteragdes nas populacdes de fungos
saprofiticos foram descritas pelos FAMEs 18:206 e 18:109 (WALDROP;
FIRESTONE, 2004), e nos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pelo 16:1®5. A
biomassa bacterina foi calculada pela soma dos FAMES al5:0, i15:0, i16:0, al7:0 ;
117:0, 16:1w7c, 18:1w7c, 17:0cy e 19:0cy, 10Mel17:0,10Mel16:0 e 10Mel18:0. A razdo
fungo: bactéria (F/B) foi utilizada como indicador de mudancas na abundancia relativa
desses dois grupos microbianos (BARDGETT; MCALISTER, 1999).

3.2.3 Funcionamento da comunidade microbiana

O funcionamento microbiolégico do solo foi avaliado utilizando ensaios para
determinar a atividade das enzimas envolvidas na ciclagem do C (B-glicosidase), N
(urease) C e N (B-glicosaminidase), P (fosfatase &cida) e S (arilsulfatase). A hidrdlise do
diacetato de fluoresceina foi usada para estimar a atividade hidrolitica geral da biomassa

microbiana do solo.

As enzimas p-glicosidase (EIVAZI; TABATABAI, 1988), fosfatase &cida
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(TABATABAI; BREMMER, 1969), B-glicosaminidase (PARHAM; DENG, 2000) e
arilsulfatase (TABATABAI; BREMMER, 1970) foram estimadas pela quantificacdo do
p-nitrofenol resultante da hidrdlise enzimatica dos substratos, p-nitrofenil-p-D-
glicosideo,  p-nitrofenilfosfato,  p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminide e  p-
nitrofenilsulfato, respectivamente. A atividade das enzimas foi avaliada a 37°C por 1h.
A atividade da urease foi mensurada por determinacdo da amonia liberada apos a
incubacdo do solo com uma solucdo de uréia 37°C por 2 h (KANDELER; GEBER,
1988).

A hidrolise do diacetato de fluoresceina foi determinada como descrito por
Swisher e Carrol (1980). Essa andlise avalia a atividade de lipases ndo especificas,
esterases e proteases capazes de hidrolisar compostos fluorescentes liberando
fluoresceina. As amostras foram analisadas em duplicatas a partir de subamostras

mantidas sob refrigeracdo (aproximadamente 4°C).
3.2.4 Anélise dos dados

Técnicas de ordenacdo multivariada foram utilizadas para avaliar o efeito do
reflorestamento e da recuperacdo espontanea na estrutura da comunidade microbiana
dos solos minerados. Os dados de FAMES biomarcadores de grupos especificos foram
analisados usando o escalonamento multidimensional ndo métrico (NMS) com base na
distancia de Sorensen. Antes da andlise, os dados dos FAMEs individuais foram
relativizados pelo total dos FAMEs dentro de cada amostra (opcéo relativizacdo pelos
totais das linhas no PC-ORD) para expressar a contribuicdo relativa de cada FAME na
amostra. A ordenagdo foi realizada utilizando o modo autopiloto, opgdo “slow and
thorough” no programa PC-ORD 6. O numero de dimensdes a ser interpretada foi

selecionado considerando os critérios de estresse e estabilidade das solucGes graficas.

O coeficiente de correlagdo de Person (r) entre as proporc¢des dos biomarcadores
dos diferentes grupos microbianos e 0s escores das amostras na ordenacao por NMS foi
utilizado para caracterizar as alteracdes observadas na ECM entre as diferentes areas. A
existéncia de correlacdo entre a ECM e as varidveis bioldgicas relacionadas ao FM foi
testada pela avaliacdo dos coeficientes de Pearson entre os escores da ordenacao e os

valores das varidveis microbianas.

Correlacbes de Pearson também foram realizadas entre as proporcdes de
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biomarcadores de grupos microbianos individuais e as variaveis biologicas. Diferencas
estatisticas na ECM das areas foram analisadas usando o procedimento de permutacao
multi-resposta (MRPP) baseado na distancia de Sorensen. O MRPP é um método
multivariado ndo paramétrico que testa hipdtese de ndo haver diferenca entre grupos no
espaco multidimensional (BRANT et al., 2006). Grupos de amostras similares foram
circulados na ordenacdo NMS com base no MRPP (p< 0,05). Os valores de p foram
ajustados (correcdo de Bonferroni) dependendo do numero de comparacbes pareadas
entre as areas. As analises multivariadas foram realizadas utilizando o pacote estatistico

PC-ORD 6.0 (MJM SOFTWARE, GLENEDEN BEACH, OR, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 EFICIENCIA DO REFLORESTAMENTO COM EUCALIPTO EM AREA DE
MINERACAO: USO DE INDICADORES MICROBIANOS, QUIMICOS E FiSICOS

4.1.1 Propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo (andlise

univariada)

As propriedades microbioldgicas dos solos reflorestados com eucalipto e com
floresta nativa estdo apresentadas na Figura 1. Para o CBM, a respiracdo basal e a
relagdo quociente metabolico ndo foram encontradas variagOes significativas entre as
quatro areas avaliadas (Figura 1); no entanto, houve diferencas com base na atividade
enzimatica. Os solos dos locais minerados e reflorestados com eucalipto apresentaram
reducdo na atividade das enzimas B-glicosidade, fosfatase e desidrogenase em fungéo do
tempo de recuperagdo, enquanto que aumento gradual foi observado na atividade da
arilsulfatase de acordo com o avanco do tempo de reflorestamento (Figura 1). As
mudancas observadas na atividade dessas enzimas sd@o no sentido do restabelecimento
das condicdes anteriores a exploracdo. Nas areas reflorestadas com eucalipto observou-
se maior atividade de hidrolise de FDA em comparacdo com a floresta nativa (Figura 1).

Os resultados das propriedades quimicas e fisicas revelaram que de modo geral
todas as variaveis foram significativamente afetadas pelo tempo de recuperacdo com
eucalipto (Tabela 2). Os solos amostrados apresentaram-se acidos, com valores de pH
variando de 4,41 a 4,63; maior acidez foi encontrada nos solos sob recuperagdo com
eucalipto, em relacdo ao local de referéncia (Tabela 5). Os teores de N e CO foram

mais elevados nos solos com plantios de eucalipto independentemente do tempo de

3+
recuperacdo. Valores mais elevados de P, CTC, Ca+Mg e H+Al foram observado nas

areas de floresta nativa e em recuperacdo avancada (Tabela 5).

Considerando as varidveis fisicas, o solo da area em recuperacdo inicial
apresentou valores mais elevados de densidade do solo (Tabela 5); os demais plantios
apresentaram densidade semelhante a observada na &rea de referéncia. Em relagdo a
porosidade do solo, as areas em processo de reabilitacdo apresentaram aumento da
microporosidade e consequentemente reducdo da macroporosidade (Tabela 5). A
floresta nativa apresentou maior estabilidade de agregados em agua, enquanto nas areas
em reabilitacdo com eucalipto, recuperacdo parcial foi observada na area em

desenvolvimento avancado (RA).
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Figura 1. Propriedades microbiologicas de solos coletados em areas com diferentes
idades de recuperagdo com eucalipto e em floresta nativa (Mata Atlantica) no nordeste
do Brasil. Rl = recuperacgdo inicial com eucalipto (plantios com 1-3 anos); RIN =
recuperacdo intermediéria com eucalipto (plantios com 3 -5 anos); RA = recuperagdo

avancada com eucalipto (plantios com 5-7 anos); FN = floresta nativa.
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Tabela 5. Propriedades quimicas e fisicas de solos coletados em areas com diferentes

idades de recuperacdo com eucalipto e em floresta nativa (Mata Atlantica) no nordeste

do Brasil

Variaveis RI RIN RA FN
Quimicas

pH 4,47b 4,41b 4,44b 4,63a
N (g/kg) 1,54a 1,69a 1,57a 1,21b
p (mg/dm3) 13,07c 15,16b 23,78a 22,45a
CO (g/Kg) 29,60a 31,04a 29,36a 25,22b
H+AL (comlc/dm3) 7,94b 8,23b 9,14a 9,18a
Ca+ Mq (comlc/dm3) 1,21b 1,15b 1,49a 1,50a
CTC (comlc/dm3) 9,04b 9,42b 11,03a 10,92a
Fisicas

Densidade(g/dm3) 1,49a 1,33b 1,35b 1,26b
Macroporosidade (%) 12,32b 13,40b 14,17b 18,31a
Microporosidade (%) 53,76a 52,12a 49,99a 39,05b
EAA (%) 85,67b 87,06b 89,22ab 93,23a

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p < 0,05). Fonte: O autor. CO = carbono organico; CTC = capacidade de troca
catibnica; EAA = estabilidade de agregados em &gua. RI= recuperacdo inicial com
eucalipto (plantios com 1-3anos de idade); RIN = recuperacdo intermediaria com eucalipto
(plantios com 3-5 anos de idade); RA = Recuperacdo avancada com eucalipto (plantios
com 5-7 anos); FN = Floresta nativa

4.1.2 Propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (andlise

multivariada)

Variagdes no funcionamento microbiologico e nas propriedades quimicas e
fisicas nos solos das areas estudadas foram representadas em graficos bidimensionais de
acordo com a técnica de ordenacdo NMS (Figura 2a e 2b). Para os dados de
funcionamento microbioldgico, a variacdo total representada pelos dois eixos da
ordenacdo NMS foi 92%, o eixo 1 explicou 79% da variabilidade e o 2, 13% (Figura
2a). A ordenagdo NMS utilizada para representar a dissimilaridade entre as areas em
diferentes estagios de recuperacdo em fungdo das varidveis quimicas e fisicas explicou
aproximadamente 86% da variabilidade total (Figura 2b).
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Figura 2. Mudancas no funcionamento microbioldgico (a) e nas propriedades quimicas e

fisicas do solo (b) em areas mineradas em recupera¢do com eucalipto de acordo com a
ordenacdo NMS.
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Fonte: O autor Os simbolos representam a média geométrica de cada drea. floresta nativa (e).

recupera¢do inicial (W) recuperagdo intermediiria @) e recuperagdo avangada ®). As linhas verticais e
horizontais indicam desvio padrdo +1. Os dados agrupados nas elipses ndo diferem estatisticamente pelo
teste de MRPP a 5%. Os valores apresentados entre parénteses correspondem ao percentual da variagdo
explicada pelos eixos da ordenacdo.

A distribuicdo das areas ao longo eixo 1 foi positivamente correlacionada com a
atividade da arilsulfatase e negativamente com a B-glicosidase e a desidrogenase
(Tabela 6). O segundo eixo foi positivamente correlacionado com a arilsulfatase e com a
atividade de hidrélise do FDA e negativamente correlacionado com a B-glicosidase e a
fosfatase acida (Tabela 6).

E possivel perceber uma clara separacio entre as areas em funcio do FM; essa
tendéncia, observada no grafico NMS, foi confirmada pela analise de MRPP,
observando-se a formacdo de quatro grupos distintos (Figura 2a). Os grupos estdo
dispostos na ordenacdo ao longo de um gradiente de aumento da qualidade bioldgica do
solo da esquerda para a direita, de acordo com a sequéncia: recuperacao inicial com

eucalipto < recuperacdo intermediaria < recuperacdo avancada < floresta nativa (Figura
2a).
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Tabela 6. Coeficiente de correlacdo (r) entre as propriedades bioldgicas e os eixos da

ordenacdo NMS

Variaveis Biologicas Coeficientes de correlacéo
Eixo 1 Eixo 2

B-glicosidase -0,84*** -0,81***
Fosfatase -0,27 -0,71**
Arilsulfatase 0,91*** 0,69**
FDA -0,19 0,74***
Desidrogenase -0,92*** -0,38
CBM 0,42* 0,19
Respiracao basal 0,35 0,08
qCo2 -0,25 0,39

*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

No entanto, uma distribuicdo mais equilibrada da variabilidade foi observada
entre os eixos 1 (51%) e o0 2 (35%) em relacdo a observada para o FM. Com excec¢do da
acidez potencial (H+Al), da CTC e da EAA, as propriedades quimicas e fisicas

apresentaram correlacgdo significativa com o primeiro eixo da ordenacéao (Tabela 7).

O segundo eixo foi positivamente correlacionado com o P, Ca+Mg, CTC e
densidade do solo, e negativamente correlacionado com a microporosidade. A analise
de MRPP mostrou que as areas em fase inicial de recuperacdo e em estagio
intermediario ndo apresentaram mudancas significativas (Figura 2b), observando-se
entdo a formacdo de trés grupos (recuperagdo inicial com eucalipto = recuperagédo

intermediaria < recuperagdo avancada < floresta nativa).

O teste de Mantel, realizado a partir dos dados do FM e das propriedades
quimicas e fisicas, revelou a existéncia de correlacao significativa (r = 0,76***) entre as

duas matrizes de dados.
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Tabela 7. Coeficiente de correlacdo (r) entre as propriedades quimicas e fisicas e 0s
eixos da ordenagdo NMS

Variaveis quimicas e fisicas Coeficientes de correlacéo
Eixo 1 Eixo 2

Ph 0,64** -0,18
N -0,62** 0,06
P 0,74*** 0,88***
C -0,64** -0,33
H+AL 0,29 -0,24
Ca+Mg 0,74*** 0,65**
CTC 0,36 0,80***
Densidade -0,53** 0,58**
Macroporosidade 0,77*** 0,21
Microporosidade -0,76*** -0,79***
EAA 0,28 0,21

CTC = capacidade de troca cationica; EAA = estabilidade de agregados em agua.
*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001.

4.1.3 Mudancas anuais nas propriedades bioldgicas

Os graficos NMS representam as mudancas ocorridas no funcionamento
microbiolégico em cada uma das areas em processo de recuperacdo durante o periodo
de 2009 a 2011 (Figura 3). A ordenagdo NMS da &rea em estagio inicial de recuperacao
com eucalipto em funcdo do FM explicou 96% da variacdo (eixo 1, 87% e 0 eixo 2,
9%), sendo possivel observar uma clara separagdo entre os diferentes anos de coleta,
sugerindo que na fase de 1 a 3 anos as mudancgas ocorrem rapidamente (a cada ano)
(Figura 3a). As propriedades do solo que mais contribuiram para essa separacdo foram:
B-glicosidase, hidrolise do FDA e desidrogenase que apresentaram correlacdo negativa e
arilsulfatase que apresentou correlagdo positiva com o primeiro eixo da ordenacgdo
(Tabela 8). A respiracdo basal e 0 quociente metabdlico correlacionaram-se
negativamente com o segundo eixo, e a hidrolise do FDA positivamente (Tabela 8).

Para o local em fase de recuperacdo intermediaria (3-5 anos), aproximadamente
86% da variacdo dos dados foi representada pelo grafico NMS, com 71% da variacdo ao

longo do eixo 1 e 15% representada no eixo 2 (Figura 3b). A arilsulfatase, a
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desidorogenase, a atividade de hidrolise do FDA, a fosfatase, a p-glicosidase e 0 CBM
foram correlacionados com o eixo 1, enquanto o eixo 2 mostrou correlagdo negativa
com a respiracdo e 0 quociente metabdlico (Tabela 8). As varia¢cGes no funcionamento
microbiologico na area em fase avancada de recuperacdo (5-7) estdo representadas no
gréafico 2-D, o qual explicou 93% da variacdo dos dados (Figura 3c). Correlacdes
negativas significativas foram encontradas entre o eixo 1 da ordenacéo e - glicosidase,
a hidrélise do FDA, desidrogenase, CBM, respiracéo e quociente metabdlico (Tabela 8).
O eixo 2 correlacionou-se negativamente com a [-glicosidase, hidrolise do FDA,

desidrogenase, respiracao basal e quociente metabolico.

Figura 3. Mudangas no funcionamento microbiolégico (a) e nas propriedades quimicas e
fisicas do solo (b) em areas mineradas em recuperacdo com eucalipto de acordo com a
ordenacdo NMS. Os simbolos representam a média geométrica das amostras em cada

ano de coleta.
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Os simbolos representam a meédia geométrica de cada drea, floresta nativa (e),

recupera¢do inicial (W) recuperagdo intermediiria @) e recuperagdo avangada ®). As linhas verticais e
horizontais indicam desvio padrdo 1. Os dados agrupados nas elipses ndo diferem estatisticamente pelo
teste de MRPP a 5%. Os valores apresentados entre parénteses correspondem ao percentual da variagdo

explicada pelos eixos da ordenagdo.

Tabela 8. Coeficiente de correlacdo (r) entre as variaveis bioldgicas e os eixos das

ordenacbes NMS que representam as variaches em cada estagio de recuperacdo com

eucalipto durante trés anos de coleta

Variaveis RI RIN RA

Eixol Eixo?2 Eixol Eixo 2 Eixol Eixo2
B-glicosidase -0,87*** 0,24 -0,47**  -0,36 047*  -0,49*
Fosfatase -0,16 -0,36 0,52**  -0,05 0,14 0,36
Arilsulfatase 0,93*** 0,20 0,72*** -0,36 0,27 0,13
FDA -0,54**  0,53** -0,60** -0,19 -0,91*** -0,42*
Desidrogenase  -0.87*** 0,20 -0,80*** -0,38 -0,85*** -0,52**
CBM 0.19 -0.30 0.65** -0,17 0,91*** 0,11
Respiracéo -0,07 -0,79*** 0,02 -0,58**  041*  -0,64**
qCo2 -0,19 -0,70***  -0,37 -0,54**  -0,64** -

Fonte: O autor. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. RI = recuperacado inicial com
eucalipto (plantios com 1-3anos de idade); RIN = recuperacdo intermediaria com
eucalipto (plantios com 3-5 anos de idade); RA = Recuperacdo avancada com

eucalipto (plantios com 5-7 anos).

4.1.4 Mudancas anuais nas propriedades quimicas e fisicas do solo

Com objetivo de examinar as possiveis mudancas nas propriedades quimicas e

fisicas ordenacbes NMS foram realizadas para representar a evolugdo de cada area
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durante o periodo de estudo. O grafico NMS que representa as mudancas anuais nas
propriedades quimicas e fisicas no local em fase inicial de recuperacdo explicou
aproximadamente 84% da variabilidade dos dados (72% representada pelo eixo 1 e 12%
pelo eixo 2) (Figura 3d). A macroporosidade, o teor de Ca+Mg, P, a acidez potencial (H
+ Al) e a CTC foram positivamente correlacionados com o eixo 1, enquanto que a
microporosidade e a densidade do solo apresentaram correlacdo negativa (Tabela 9). O
eixo 2 do NMS foi positivamente correlacionado com a concentragdo de N, C e acidez
potencial (Tabela 9).

Tabela 9. Coeficiente de correlacdo (r) entre as variaveis quimicas e fisicas e 0s eixos
das ordenacBes NMS que representam as variacfes em cada estagio de recuperagdo com
eucalipto durante trés anos de coleta

Variaveis RI RIN RA
Eixol Eixo?2 Eixol Eixo 2 Eixo1l Eixo 2
pH 0,26 -0,19 0,77*** -0,13 0,73*** 0,08
N -0,32 0,63** -0,73*** 0,32 -0,43* 0,26
P 0,92*** 0,16 0,91***  (,49* -0,18 -0,08
C -0,34 0,55** -0,77*** 0,15 0,27 0,72%**
H+AL 0,46* 0,47* 0,33 0,72***  -0,28 0,32
Ca+Mg 0,75*** 0,15 0,86*** 0,33 0,29 0,07
CTC 0,60** 0,40 0,41 0,62** -0,53**  0,41*
Densidade -0,78*** -0,04 -0,18 -0,54** -0,32 -0,06
Macroporosidade 0,84*** -0,18 0,81***  0,45* 0,83*** -0,29
Microporosidade -0,77*** -0,28 -0,79*** -0,60** -0,77*** 0,12
EAA 0,07 0,34 0,36 -0,11 0,44* 0,35

CTC = capacidade de troca cationica; EAA = estabilidade de agregados em agua. * p
<0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001. RI = recuperacéo inicial com eucalipto (plantios
com 1-3anos de idade); RIN = recuperacdo intermediaria com eucalipto (plantios
com 3-5 anos de idade); RA = Recuperacdo avancada com eucalipto (plantios com
5-7 anos)

Ao considerar as propriedades quimicas e fisicas do solo na area em recuperacao
intermediéria, os eixos 1 e 2 do NMS representaram 83% e 10% da variacdo,
respectivamente (Figura 3e). Com excecdo da CTC, acidez potencial, densidade do solo
e da EAA as demais variaveis correlacionaram-se significativamente com o primeiro

eixo da ordenacdo. No entanto, correlacdes significativas com o segundo eixo foram
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encontradas para microporosidade, macroporosidade, densidade do solo, H+Al, CTC e
P (Tabela 9). O gréfico 2-D da ordenacdo da &rea em estagio de recuperacdo avangada
nos anos avaliados com base nas variaveis quimicas e fisicas representou 80% da
variacdo dos dados (54% no eixo 1 e 26% no eixo 2) (Figura 3f). O pH, a CTC, a
concentracdo de N, a macroporosidade e microporosidade foram correlacionados com o
primeiro eixo da ordenagdo, enquanto que apenas o teor de C apresentou correlacdo
altamente significativa com o segundo eixo (Tabela 9).

4.2 COMPOSICAO E FUNCIONAMENTO DA COMUNIDADE MICROBIANA EM
SOLOS REFLORESTADOS COM EUCALIPTO APOS MINERACAO DE ARGILA

4.2.1 Estrutura da comunidade microbiana do solo

Aproximadamente 86% da variabilidade dos dados foram representadas
graficamente em duas dimensbes de acordo com a técnica de NMS, com 83% da
variacdo representada ao longo do eixo 1 e apenas 3% no eixo 2 (Figura 4). O gréafico da
ordenacdo NMS representa a dissimilaridade entre as areas estudadas de acordo com a
ECM avaliada por FAMEs. Os FAMEs marcadores de bactérias gram-negativas foram
negativamente associados com o primeiro eixo da ordenacdo (Tabela 10), enquanto os
biomarcadores para fungos saprobios, actinomicetos e também a razdo F/B
apresentaram correlacdo positiva. O eixo 2 apresentou forte correlacdo (p<0,001)
negativa com os FAMES marcadores de bactérias gram negativas e positiva com 0s
acidos graxos biomarcadores de fungos saprobios e a razdo F/B (Tabela 10). Os FAMEs
biomarcadores para bactérias gram positivas e fungos micorrizicos arbusculares ndo

apresentaram correlacgdo significativa com os eixos da ordenacdo (Tabela 10).

De acordo com a anélise de MRPP, os locais amostrados nesse estudo foram
claramente separados em quatro grupos em funcdo das diferencas na composicdo da
comunidade microbiana (Figura 4). Os grupos estéo arranjados da esquerda para direita
da seguinte maneira: Grupo D — (amostras da area sob RE) Grupo C — (amostras
obtidas nos plantios E2 e E4) Grupo B — (amostras obtidas no plantio E6) Grupo A
(amostras da FN). Observou-se assim que esta sequéncia descreve uma sucessao
microbiana no sentido da recuperacdo da ECM existente nas areas anteriormente a
mineracdo, sendo o grau desta recuperacdo dependente do tempo de revegetagdo com
eucalipto. De acordo com os resultados das correlagdes de Pearson, ao longo desta

sequéncia observou-se um incremento de biomarcadores de fungos saprébios e
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actinomicetos e um decréscimo nos de BGN.

Figura 4. Mudancas no perfil da comunidade microbiana em resposta a revegetacdo com

eucalipto em areas mineradas de acordo com a ordenacdo NMS.
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. As areas estudadas incluiram floresta nativa (), plantios de eucalipto com idades de dois @),
quatro (&) e seis @) anos e uma area sob recuperagdo espontdnea (1). Barras horizontais e verticais indicam
desvio padrdo +1 para os escores NMS e variaveis biologicas respectivamente.  Fonte: O autor

Tabela 10. Coeficiente de correlacdo (r) entre os principais grupos microbianos e taxa
F/B com os eixos da ordenacdo NMS.

Variaveis Coeficientes de correlacéo
Eixo Eixo 2
1
Bacterias Gram-positivas .035hs 0.15 NS
Bactérias Gram-negativas -0,80*** -0,76***
Actinomicetes 0,82*** 0,358
Fungos 0,81*** 0,76***
Fungos micorrizicos arbusculares 007" 026"
F/B 0,78*** 0,68***

**p < 0,01; ***p < 0,001.
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4.2.2 Correlacdes entre a ECM e as propriedades microbioldgicas do

solo

CorrelagBes significativas foram observadas entre as varidveis biologicas e o
eixo 1 da ordenacdo descritora da ECM. Essas correlacGes foram positivas para todas as
enzimas avaliadas fostatase (r = 0,81; p < 0,001), urease (r = 0,85; p < 0,001),
arilsulfatase (r =0,87 p < 0,001), FDA (r = 0,68; p < 0,001), B-glicosidase (r = 0,64; p <
0,01), e B-glicosaminidase (r = 0,63; p < 0,01) indicando uma covariacdo entre essas

variaveis e a ECM (Figura 5).

Figura 5. Correlagdes entre a composic¢do da comunidade expressa pelos escores do eixo
1 da ordenacdo NMS e as varidveis bioldgicas: atividade da fosfatase &cida (a), hidrolise
do FDA(D), arilsulfatase (c) urease (d).
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As areas estudadas incluiram floresta nativa (), plantios de eucalipto com idades de dois @),
quatro (&) e seis @) anos e uma area sob recuperagio espontdnea (1) Barras horizontais e verticais indicam
desvio padrdo +1 para os escores NMS e variaveis biologicas.respectivamente. Fonte: O autor

VariagOes na atividade da arilsulfatase, da urease e na ECM foram altamente

congruentes, ao longo de todas as condicGes de vegetacdo estudadas. O coeficiente de
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correlagcdo de Pearson obtido entre ECM e a atividade de arilsulfatase (r = 0,85; p <
0,001) e urease (r = 0,82; p < 0,001) foram altamente significativos mesmo apés a
remocdo das amostras da floresta nativa da anélise. O segundo eixo ndo apresentou
correlacgdo significativa com nenhuma das variaveis bioldgicas estudadas (r = -0,30 para
fosfatase; r = 0,09 para arilsulfatase; r =-0,15 para B-glicosidase; r = -0,30 para urease; r

=-0,06 para B-glicosaminidase e r = 0,11 para FDA).

Os principais grupos microbianos apresentaram correlagdes significativas com a
atividade das enzimas hidroliticas avaliadas (Tabela 11). Propor¢des de biomarcadores
de actinomicetos foram positivamente correlacionadas com todas as atividades
enzimaticas (Tabela 11). CorrelacGes positivas tambem foram verificadas entre os

biomarcadores parafungos saprébios e aatividade da fosfatase, urease e do FDA.

Os biomarcadores para BGN e BGP apresentaram correlacfes negativas com a
maioria das variaveis bioldgicas. Os sinais negativos dos coeficientes de correlacédo
sugerem queas respostas das variaveis bioldgicas estdo associadas com a diminuicao das
propor¢bes dos grupos bacterianos. A proporcdo do biomarcador de FMA ndo

apresentou correlacdo com as enzimas avaliadas (Tabela 11).

Tabela 11. Coeficiente de correlacdo (r) entre biomarcadores dos principais grupos

microbianos e variaveis bioldgicas.

Variaveis Coeficientes de correlagéo
BGP BGN ACT FUNGOS FMA

Fosfatase acida -0,66***  -0,42* 0,68***  0,61** 020"
pB-glicosidase 024N 011 0,55** 0,05 NS 0,32
Urease -0,61**  -0,48**  087***  0,46* 0,16 ™
Avrilsulfatase -0,59**  -0,20 0,63*** o3 Ns -0,03M8
B-glicosaminidase 027N 33"s 054 gigns -0,34 M
FDA -0,53** _0’22ns 0,55** 0,48** -0,33 ns

ns = nao significativo a 5%. BGP = bactéria gram positivas; BGN = bactéria gram
negativas; ACT = actinomicetos; FUNGOS = fungos totais; FMA = fungos
micorrizicos arbusculares. *p < 0,05. **p < 0,01. ***p < 0,001.



Santos, V.M. Funcionamento e estrutura da comunidade microbiana... 59

5 DISCUSSAO

5.1 EFICIENCIA DO REFLORESTAMENTO COM EUCALIPTO EM AREA DE
MINERACAO: USO DE INDICADORES MICROBIANOS, QUIMICOS E FiSICOS

5.1.1 Efeitos do reflorestamento nas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do
solo (Andlise univariada)

A taxa de acumulacdo de nutrientes e a formacdo do solo em locais revegetados
sdo amplamente reguladas pela vegetacéo, incluindo a qualidade e a quantidade de
serapilheira (CHODAK; NIKLINSKA, 2010; ROSENVALD et al., 2011). Neste estudo
os solos reflorestados foram caracterizados pelo acimulo de C e N, pois os valores

encontrados nas trés areas reflorestadas foram mais elevados que os observados na FN.

Estudos mostram que a serapilheira do eucalipto decompdem-se lentamente
resultando na imobilizacdo e armazenamento de quantidades significativas denutrientes,
especialmente C e N na superficie do solo (ADAMS; ATTIWILL, 1986; AGGANGAN
et al., 1999; CHANDER et al., 1995). A baixa taxa de decomposic¢ao da serapilheira do
eucalipto é atribuida a pobre qualidade nutricional em comparacdo a serapilheira de
florestas naturais (GAMA-RODRIGUES et al., 2008; CAQO et al., 2010). Varia¢des no
conteddo de nutrientes em solos sob plantios de eucalipto também podem estar
associadas a absorc¢do diferenciada durante as fases de desenvolvimento e ao retorno dos
nutrientes ao solo na forma de serapilheira (ZHANG et al., 2011; LEITE et al., 2011).
Por exemplo, a concentracdo de P variou entre as diferentes fases de desenvolvimento
do eucalipto; valores menores na fase inicial de desenvolvimento sugerem que durante
esse periodo hd maior absorcdo desses nutrientes pelo eucalipto, reduzindo suas
quantidades no solo (NOVAIS et al., 1990; LEITE et al., 2011). Assim como no
presente trabalho, o decréscimo no pH do solo em locais minerados reflorestados com
eucalipto foi observado por Sinha et al. (2009) em &reas de mineragdo de carvdo, 0s
quais encontraram valores de pH de 4,24. Segundo esses autores, exsudados acidos
liberados pelas raizes e a partir da decomposi¢éo da serapilheira do eucalipto podem ter
contribuido para a acidificacdo do solo. Além disso, a acidez do solo em plantios
florestais pode estar relacionada com a lixiviagdo de bases ou absorcdo desses
elementos pelas plantas (MAFRA et al., 2008; ZHANG et al., 2011).

Segundo Garcia et al. (2002), a escolha da espécie vegetal para revegetacdo de



Santos, V.M. Funcionamento e estrutura da comunidade microbiana... 60

areas mineradas deve ser realizada levando em consideragdo a capacidade de
sobrevivéncia e de estabilizagdo da estrutura do solo. A partir das caracteristicas fisicas
apresentadas pelos solos reflorestados foi possivel observar melhoria na estrutura fisica
do solo com o aumento do tempo de recuperacdo com eucalipto. Essa melhoria é
refletida na reducdo da densidade do solo e na recuperacdo parcial da estabilidade de
agregados em &gua, uma vez que, essas varidveis sdo apontadas como importantes
fatores da qualidade fisica do solo (ALVES et al., 2007; PRAGANA et al., 2012).
Contudo, ndo foi observada recuperacdo da macroporosidade do solo e
consequentemente também ndo ocorreu reducdo significativa de microporos, indicando
que esses solos sdo mais compactos que os solos sob FN (LUCIANO et al., 2012).
Estudando a utilizacdo de plantas de rapido crescimento para reabilitacdo de areas
mineradas em Cuba, lzquierdo et al. (2005) observaram que os solos revegetados ha
quatro e seis anos apresentaram reducdo da densidade do solo, mas ndo exibiram
recuperacdo do percentual de agregados estaveis em relacdo ao solo sob vegetacdo

nativa.

A quantificacdo do C da biomassa microbiana, a respiracdo basal e suas
relac@es, tais como o quociente metabdlico, tem sido utilizada para estudar 0s processos
de ciclagem e transformacédo de nutrientes (MALUCHE-BARETTA et al., 2006), bem
como para avaliar a dindmica da matéria organica do solo. No entanto, neste estudo,
essas variaveis ndo responderam as modificacdes ocorridas no solo em funcéo do tempo
de reflorestamento das areas exploradas pela mineracdo de argila, o que pode ser
observado pela falta de diferenca significativa entre as areas. Esse resultado ndo era
esperado, uma vez que estudos em areas mineradas tém apontado que tais variaveis séo
eficientes em indicar o estado de reabilitacdo ou degradacdo do solo em ambientes
submetidos a extracdo de diferentes minerais (CLAASSENS et al., 2012; SINHA et al.,
2009; BALDRIAN et al., 2008). A biomassa microbiana do solo esta em constante
interacdo com parametros fisicos e quimicos de forma que a introducdo de eucalipto
pode alterar alguns grupos de micro-organismos do solo, sem, no entanto alterar o
contetdo do CBM (CAO et al., 2010).

A atividade das enzimas do solo integra informagdes sobre o status
microbiologico e condi¢bes fisico-quimicas do solo (AON et al., 2001). Devido a
importancia do C, N, P e S para a nutricdo das plantas e 0 metabolismo microbiano, as

enzimas envolvidas na assimilagdo desses elementos sdo frequentemente estudadas
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(STURSOVA; BALDRIAN, 2011). Como também observado em outros trabalhos
(CLAASSENS et al., 2008; BANNING et al., 2008; CHODAK; NIKLINSKA, 2010), o
tempo de reflorestamento das areas promoveu modificagdes na atividade enzimatica do
solo. No presente trabalho, as enzimas arilsulfatase, B-glicosidase e desidrogenase
foram as variaveis biologicas mais influenciadas pelas diferentes fases de

desenvolvimento do eucalipto.

5.1.2 Efeito do reflorestamento nas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do
solo (Analise multivariada)

A andlise simultanea de propriedades microbiolégicas, quimicas e fisicas é de
extrema importancia para avaliagcdo do funcionamento do solo; no entanto, nem sempre
é possivel explorar todas as informacgdes utilizando analises univariadas. Nesse
contexto, técnicas multivariadas permitem a extracdo de maior quantidade de
informacdes e a simplificacdo da interpretacdo de dados, sendo possivel selecionar um
conjunto menor de variaveis que representem as principais funcdes ecoldgicas do solo
(BALIEIRO et al., 2005; CHAER et al., 2009).

No presente estudo foram avaliadas as mudancas no funcionamento
microbioldgico e nas propriedades fisicas e quimicas de solos reflorestados por meio de
ordenacdes multivariadas as quais revelaram caracteristicas importantes dos solos que
podem ajudar a entender um pouco melhor como ocorre a recuperacdo de Aareas
degradadas pela mineracdo. Nesse contexto, foi observado que a recuperacdo das
caracteristicas bioldgicas ocorre de forma diferenciada em relacdo as propriedades

quimicas e fisicas do solo.

O FM revelou uma clara separacdo entre as areas em diferentes estagios de
recuperacdo com eucalipto (Figura 2a) e esse resultado indica que cada local avaliado
apresenta caracteristicas microbioldgicas distintas em funcéo da idade. De modo geral, a
separacdo ocorreu com base na atividade enzimatica. Os locais em fase inicial de
desenvolvimento apresentaram maior atividade da desidrogenase, B-glicosidase e
fosfatase; a hidrélise do FDA aumentou com a idade do reflorestamento e a arilsulfatase
apresentou elevada atividade na floresta nativa (Figura 1). O impacto diferencial da
idade da vegetacdo sobre a atividade enzimatica tem sido relatado em varios estudos
(CLAASSENS et al., 2005; BANNING et al., 2008). Avaliando mudancas na atividade
enzimética e na comunidade microbiana em cronossequéncia na Nova Zelandia, Allison

et al. (2007) relataram que as enzimas envolvidas na mineralizagdo do C e N declinaram
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com o aumento da idade do local, enquanto aquelas envolvidas na mineralizacdo do P e

S aumentaram com o tempo de sucessao.

As diferengas entre as areas em recuperacdo foram menos evidentes quando
avaliadas por meio das propriedades quimicas e fisicas (Figura 2b). Particularmente,
esse resultado era esperado uma vez que essas variaveis sdo mais robustas em relagéo as
microbioldgicas. Mesmo assim, é possivel perceber que apesar das mudancas ocorrerem
de forma mais discreta, acontecem no sentido de restabelecer a estrutura original do
solo, assim como observado para 0 FM. Resultado semelhante foi obtido por Huang et
al. (2011), os quais também observaram, em areas degradadas por pastagens, na China,
que as mudancas nas propriedades quimicas e fisicas ocorreram com menor rapidez em

relacdo as variacdes observadas para os atributos bioldgicos dosolo.

No nosso estudo, a relacdo entre o funcionamento microbiologico e as
propriedades do solo foi confirmada pela forte correlacdo encontrada entre as duas
matrizes de dados pelo teste de Mantel. Desse modo, é possivel afirmar que essas
variaveis sdo relacionadas e que podem mostrar padrBes similares de resposta nas
condicdes estudadas. A relacdo observada entre o funcionamento microbioldgico e as
propriedades do solo corrobora dados de Peixoto et al. (2010), os quais estudaram o
efeito das praticas de manejo do solo em solos do Cerrado sobre a atividade enzimatica,
propriedades do solo e estrutura da comunidade bacteriana do solo. Chaer et al. (2009)
também observaram que alteracbes na atividade metabdlica das comunidades
microbianas estavam relacionadas a mudancas nas propriedades quimicas e fisicas dos

solos.

5.1.3 Mudangas anuais nas propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas do solo
Devido as dissimilaridades observadas entre as areas em funcdo da idade de

recuperacdo com eucalipto (cronossequéncia), foi decidido explorar cada local de coleta

de forma individual, acompanhando anualmente o progresso da recuperagéo.

De maneira geral, ao se comparar cada area nos diferentes anos de coleta
percebeu-se que algumas variaveis mostraram-se eficientes em acessar as mudancas
ocorridas em curto prazo (trés anos) independente da fase de desenvolvimento do
eucalipto avaliada. Nesse caso, podemos destacar a desidrogenase e a atividade de
hidrolise do FDA, as quais apresentaram correlacdes significativas com os eixos das

ordenac0es das trés areas estudadas.
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No caso das areas em fase inicial e intermediaria de recuperacao, a arilsulfatase
foi eficiente em diferenciar os locais reflorestados da area de FN. No entanto, no local
em recuperacdo avancada, a varidvel responsavel por essa separacdo foi o CBM. As
mudancas entre os anos dentro de cada area foram dirigidas por variaveis distintas. Na
fase inicial de recuperacdo a B-glicosidase, a arilsulfatase e a desidrogenase foram as
principais responsaveis pela separacdo em funcdo dos anos de coleta, 0s quais
representam o aumento da idade de reflorestamento das areas. No local em recuperagéo
intermediaria (3 -5 anos), a separacdo em funcdo do aumento da idade foi evidenciada
principalmente arilsulfatase e desidrogenase. Na area em recuperacdo avancada, além
do CBM e das enzimas desidrogenase e FDA, o qCO2 aparece como uma variavel

importante.

Do mesmo modo como observado para as propriedades biologicas, algumas
variaveis quimicas e fisicas também estiveram associadas as mudangas ocorridas nas
diferentes fases de desenvolvimento do eucalipto. Dentre essas se destacam o carbono
organico, o nitrogénio, a CTC, a macroporosidade e a microposidade do solo, que
apresentaram correlacdo com pelo menos um dos eixos das ordenagdes, sugerindo que

as mudancas observadas estdo diretamente relacionadas com essas variaveis.

A macroporosidade e a microporosidade do solo apresentaram correlagdes
altamente significativas com as ordenacdes NMS em todas as fases de recuperagédo
avaliadas. E importante ressaltar que a macroporosidade foi a variavel responséavel pela
separacdo da area de FN das demais; esse resultado confirma o que foi anteriormente
observado na analise univariada, com maiores valores de macroporosidade encontrados
no solo com floresta nativa, ou seja, ndo ha recuperacao da porosidade do solo mesmo
apos sete anos de reflorestamento com eucalipto e por isso ocorre aumento da

microporosidade do solo.

O reflorestamento com Eucalyptus grandis resulta em melhoria significativa das
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo. As areas com diferentes fases de
desenvolvimento do eucalipto divergem quanto ao funcionamento microbioldgico; no
entanto, observa-se recuperacdo parcial nas areas com aumento do tempo de

reabilitacdo, em comparacdo com as condicdes da floresta nativa.

As mudancas no funcionamento microbioldgico sdo relacionadas as

variagfesnas propriedades fisicas e quimicas. As variaveis arilsulfatase e a
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macroporosidade diferenciam as areas reflorestadas do local de referéncia, enquanto a
desidrogenase e a hidrdlise do diacetado de fluoresceina séo eficientes em identificar as

mudangas que ocorrem em curto prazo (anualmente).

5.2 COMPOSICAO E FUNCIONAMENTO DA COMUNIDADE MICROBIANA EM
SOLOS REFLORESTADOS COM EUCALIPTO APOS MINERACAO DE ARGILA

5.2.1 Efeito da revegetacdo na ECM do solo

Variagcbes no perfil de &cidos graxos sdo geralmente interpretadas como
mudangas na composi¢do da comunidade microbiana (ROUSK et al., 2010), as quais
podem refletir mudancas na qualidade do solo (PATRA et al., 2008; YANG et al.,
2012). Nos encontramos que a ECM dos solos reabilitados e sob recuperagédo
espontanea é distinta do local de referéncia. A composicdo da comunidade microbiana
pode ser dependente do histérico do uso do solo (JANGID et al., 2010) e assim,
diferentes fatores podem controlar as comunidades microbianas de solos que foram
perturbados de areas sob condicdes naturais (DIMITRIU et al., 2010).

Quando os solos sdo submetidos a revegetacdo seu desenvolvimento é
influenciado pelas espécies de arvores dominantes, incluindo os efeitos sobre a
qualidade e quantidade de serapilheira e matéria organica do solo (SNAJDR et al.,
2013). Mudancas na composi¢do da comunidade microbiana induzidas pela reabilitacdo
tém sido em parte atribuidas a quantidade, a qualidade e a disponibilidade de substratos
e ao aumento da heterogeneidade dos microambientes do solo que podem favorecer ou
ndo o crescimento de grupos microbianos especificos (ROSENVALD et al., 2011,
VALLEJO et al., 2012).

Estudos tém indicado que as bactérias facilitam a formagdo do solo e a
recuperacdo dos ambientes antropogenicamente perturbados (LEWIS et al., 2010). A
predominancia de bactérias gram negativas (especialmente de 4acidos graxos
ciclopropenos) no local sob recuperacdo espontanea sugere que 0s representantes desse
grupo se adaptam as condigdes de solo degradado o que pode estar relacionado ao fato
de serem habeis em utilizar compostos de alta labilidade (CARRASCO et al., 2010). Os
acidos graxos cliclopropenos caracteristicos de BGN tém sido sugeridos como
indicativo de diferentes situacOes de estresse, como por exemplo, deplecéo de nutrientes
e de oxigénio (VESTAL; WHITE, 1989; BOSSIO et al., 2006; BORJESSON et al.,

2012). Em solos explorados por mineragdo, como no presente estudo, a alta densidade e
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a baixa porosidade sdo problemas comuns (SINHA et al., 2009). Em estudo realizado
por Zhang et al. (2012) em locais em reabilitacdo na China, a disponibilidade de C e a
aeracdo do solo foram apontados como varidveis responsdveis por mudangas na
composicdo da comunidade de bactérias gram negativas. Kytoviita et al. (2011)
observaram o aumento de bactérias gram-negativas em parcelas que permaneceram dois
anos sem vegetagdo (pousio). Nesse sentido, o rapido desenvolvimento da comunidade
bacteriana nas &reas perturbadas pode ter um papel de facilitacdo no estabelecimento

davegetacao.

Nos solos de mina reflorestados a comunidade microbiana desenvolveu-se
gradualmente sugerindo que a ECM muda no sentido da recuperacao existente nas areas
anteriormente a mineracdo. Sendo possivel observar ao longo do tempo a reducdo da
proporcdo de biomarcadores bacterianos e 0 aumento de FAMES fdngicos indicando
que provavelmente as bactérias e os fungos tém diferentes papéis no funcionamento do
solo (HENDRIX et al., 1986). Alguns trabalhos tém sugerido que o0 sucesso da
recuperacdo de areas degradadas estd diretamente relacionado ao rapido recobrimento
do solo pela vegetacdo (CARAVACA et al.,, 2002; COOKSON et al.,, 2008,
ROSENVALD et al., 2011), que proporciona reducdo da erosdo e obtencdo de solos
biologicamente ativos. Neste trabalho, a semelhanga entre a abundéncia de
biomarcadores flngicos na area com mais tempo de reabilitacdo (E6) e a area de FN
pode indicar o restabelecimento da estrutura da comunidade microbiana e também uma
importante melhoria na qualidade do solo. Os fungos podem promover Varios
beneficios, como secretar os compostos que ajudam para a formacdo e estabilizacdo de
agregados fornecendo maior protecéo fisica a materia organica do solo (DIEDHIOU et
al., 2009; BUTLER et al., 2012). Além disso, o crescimento das hifas melhora a aeracéo
e a penetracdo das raizes no solo. A resposta fungica ao reflorestamento foi ainda
apoiada pelo aumento da taxa F/B, que € um importante indicador do restabelecimento
da comunidade microbiana do solo. Esse resultado corrobora outros estudos com
cronossequéncias, onde locais com mais tempo de reabilitacdo tendem a apresentar
aumento da taxa F/B (BARDGETT et al., 2005). Apesar da revegetacdo com eucalipto
contribuir para o restabelecimento da comunidade microbiana, os solos revegetados
ainda apresentam ECM diferente da encontrada sob vegetagdo natural, no entanto a
constatacdo de que certas caracteristicas microbianas das areas reflorestadas tornam-se

mais semelhante ao local de referéncia com a idade de reabilitagdo. Outros estudos em
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cronossequéncias reabilitadas também identificaram mudancas na estrutura da
comunidade microbiana em direcdo ao local de referéncia (ZHANG et al., 2006;
BANNING et al., 2008; LEWIS et al., 2010).

Estudos conduzidos em ecossistemas de floresta nativa que ndo sofreram
distdrbio tém concluido que a comunidade microbiana € comumente composta por
micro-organismos capazes de degradar matéria organica complexa, como actinomicetos
e fungos (BARDGETT; MCALISTER, 1999). Actinomicetos sdo bactérias filamentosas
que tém sido tradicionalmente associados com a degradacdo de compostos recalcitrantes
como a quitina e lignina (BRANT et al., 2006). No presente estudo, 0s actinomicetos
contribuiram fortemente para separacdo da area de floresta nativa das demais areas,
indicando que a revegetacdo e o tempo de reabilitacdo ndo foram eficientes em
promover 0 restabelecimento desse grupo de micro-organismos. Uma possivel
explicacdo para esse resultado é o fato da serapilheira de Eucalyptus grandis apresentar
baixa qualidade nutricional quando comparada a maioria das florestas tropicais e teores
reduzidos de lignina (ZAIA; GAMA-RODRIGUES, 2004; GAMA-RODRIGUES et al.,
2008).

Os marcadores para fungos micorrizicos arbusculares e bactérias gram positivas
nédo apresentaram clara tendéncia com o tempo de revegetacdo (Tabela 11). Huang et al.
(2011) estudando o efeito do tempo de revegetacdo na estrutura da comunidade
microbiana em solos degradados por pastagens na China também ndo observaram uma

tendéncia clara para a maioria dos grupos funcionais.

5.2.2 Relagdo entre a composi¢cdo da comunidade microbiana e as propriedades

biol6gicas do solo

Considerando que a estrutura da comunidade microbiana pode determinar o
potencial da comunidade em sintetizar enzimas, modificacbes na comunidade
microbiana podem ser refletidas na atividade enzimatica do solo (WALDROP et al.,
2000, ALLISON et al., 2007). As elevadas correlagOes entre as enzimas e CoOmposi¢ao
da comunidade microbiana neste estudo corroboram trabalhos que tem relatado que a
revegetacdo das areas, aliada ao tempo de reabilitagdo promoveu aumento da atividade
de hidrélise do FDA e de enzimas relacionadas ao ciclo C (IZQUIERDO et al., 2005); P
(ALLISON et al., 2007); N (CLAASSENS et al., 2008) e S (BALDRIAN et al., 2008).

Segundo Baldrian et al. (2008) dois fatores principais influenciam a atividade
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enzimatica e a composicdo da comunidade microbiana em locais minerados e em
processo de reabilitacdo: o efeito da idade do local e as mudangas no contetdo de
nutrientes que podem afetar principalmente a atividade das enzimas que participam da

decomposicéo da serapilheira.

A qualidade e a quantidade da serapilheira sdo importantes fatores para
composi¢do da comunidade microbiana e funcionamento metabdlico do solo, pois
determinam a composi¢do da matéria organica a qual disponibiliza os recursos para
biomassa microbiana do solo (MYERS et al., 2001). Residuos de baixa qualidade
(elevada taxa C/N) como os de eucalipto podem favorecer a populacdo fungica,
enquanto que aqueles com elevada qualidade (baixa taxa C/N) tendem a favorecer
bactérias gram positivas (actinomicetos). Orwin et al. (2006) observaram que a
decomposicdo de material organico complexo (rico em N) requer a participacdo de
muitas enzimas. Possivelmente seja esse 0 motivo pelo qual no presente estudo o0s
actinomicetos apresentaram correlacdo positiva com todas as enzimas avaliadas, uma
vez que esse grupo foi encontrado principalmente no solo sob floresta nativa onde os
residuos vegetais sao em geral de elevada complexidade. Além disso, 0s compostos que
entram no solo via rizodeposicdo também influenciam a comunidade microbiana
(CARRASCO et al., 2010). Alguns grupos microbianos séo favorecidos pela entrada de
C no sistema pelos processos de rizodeposicdo, a entradade C labil estimula o
crescimento microbiano e a producdo de enzimas principalmente as responsaveis pela
degradacdo de moléculas de C (WALDROP et al., 2000). A proporcdo de FAMEs
marcadores de FMA n&o apresentaram correlacdo com nenhuma das atividades
enzimaticas avaliadas, talvez esse resultado esteja relacionado ao fato de que o acido
graxo 16:1w5 ndo seja representativo das espécies de fungo micorrizico que colonizam
Eucalyptus grandis. Segundo Acosta-Martinez et al.(2011) o acido graxo 16:1w5 foi o
acido dominante em quatro espécies, Glomus coronatum, Glomus mossseae, Gigaspora
margarita e Scutellospora calospora. Estudos em areas de plantio de Eucalyptus
grandis revelaram predominancia de espécies de Acaulospora (MELLO et al., 2006,
PAGANO et al., 2009).

No nosso estudo, a atividade da arilsulfatase foi mais sensivel as modificacoes
promovidas pela revegetacdo que as demais enzimas avaliadas. O padréo de resposta da
arilsulfatase esta de acordo com a recuperacdo promovida pelo tempo de revegetacédo

com respeito a estrutura da comunidade microbiana. A partir desse resultado sugere-se
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que a arilsulfatase apresenta maior potencial para predizer futuras mudancas na

composicdo da comunidade microbiana que as outras enzimas avaliadas.

Os locais revegetados estdo em uma trajetdria para a recuperagdo com 0 avango
da idade do povoamento e as mudancas sdo refletidas na composicdo e no
funcionamento das comunidades microbianas. A analise de FAMEs foi suficientemente
sensivel para diferenciar os locais estudados em termos de idade e do sucesso da
reabilitacdo. Apesar de todas as variaveis biologicas apresentarem correlagdo com a
estrutura da comunidade microbiana, a atividade da arilsulfatase mostrou ser mais eficaz
para prever futuras mudancas na comunidade microbiana nas condicGes estudadas. No
entanto, o acompanhamento das mudancas na estrutura e funcionamento da comunidade
microbiana por um periodo maior de tempo, é necessario para confirmar as tendéncias
observadas do uso eucalipto para restauracdo da comunidade microbiana em areas de

mineracao de argila.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

No municipio de Cabo de Santo Agostinho, Pernambuco, a extracéo de argila é
realizada h& aproximadamente 15 anos causando forte interferéncia no meio ambiente,
tornando-se necessario buscar alternativas que possam minimizar os efeitos adversos da
mineracdo. Atualmente, a recuperacao dessas areas vem sendo feita por reflorestamento
com eucalipto, o qual se destaca pela adaptabilidade as diferentes condigdes
edafoclimaticas, alta taxa de crescimento e boa produtividade. Entretanto, existem
poucos relatos da utilizacdo de eucalipto na reabilitacdo de areas pds-mineracdo, sendo
necessario investigar as possiveis mudancas promovidas em relacdo as propriedades do

solo.

O processo de reabilitacdo de areas degradadas depende, dentre outros fatores,
da microbiota edéafica, que participa ativamente dos processos de ciclagem e
armazenamento de nutrientes, diretamente envolvidos no processo de formacéo do solo.
Nesse sentido, andlises que descrevam a atividade e a composicdo da comunidade
microbiana do solo como ensaios enzimaticos e analise de biomarcadores lipidicos

podem ser utilizadas na avaliacdo do progresso da reabilitacéo.

No presente estudo, o reflorestamento das areas de mineracdo de argila com
Eucalyptus grandis, vem favorecendo a recuperacdo das propriedades quimicas, fisicas
e bioldgicas do solo, especialmente das propriedades bioldgicas. As areas com
diferentes fases de desenvolvimento do eucalipto divergem quanto ao funcionamento
microbiologico e composicdo da comunidade microbiana; no entanto, observa-se
recuperacdo parcial nas areas com aumento do tempo de reabilitacdo, em comparacéo

com as condi¢Oes da floresta nativa.

A anélise das propriedades bioldgicas do solo e do perfil de acidos graxos foi
suficientemente sensivel para diferenciar os locais estudados em termos de idade e do
sucesso da reabilitacdo, indicando que as areas reflorestadas estdo evoluindo no sentido
da recuperacao das condicdes anteriores a exploragdo. Desse modo, o acompanhamento
das mudancgas por um periodo maior de tempo é necessario para confirmar as tendéncias
observadas do uso de eucalipto para reabilitacdo de areas degradadas pela mineracéo de

argila.
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