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AVALIACAO DE METODOLOGIAS PARA O MONITORAMENTO DA QUALIDADE
DO SOLO!?

Autor: Andressa de Oliveira Silveira
Orientador: Prof. Flavio Anastécio de Oliveira Camargo

RESUMO

O uso de indicadores bioldgicos para avaliar alteracdes na qualidade solo tem sido
proposto, pois estes atributos possuem sensibilidade de responder rapidamente as
modificagcbes que ocorrem no ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar
metodologias para o monitoramento da qualidade do solo através de indicadores
biolégicos. Na primeira parte do trabalho foram avaliados solos sob cultivo em trés
locais, onde foram coletadas amostras na profundidade de 0-10 cm de areas sob
vegetacdo nativa e areas cultivadas em duas épocas do ano. A biomassa microbiana
foi determinada usando os métodos da Fumigacgdo-Incubacédo, Fumigacédo-Extracao e
Respiragéo Induzida por Substrato. Foi ainda avaliada a atividade microbiana do solo
por meio da respiragdo basal, N-mineralizado, atividade da desidrogenase, hidrdlise do
diacetato de fluoresecina (DAF) e a diversidade funcional com a utilizacdo de placas
BiologECO. De maneira geral a biomassa, respiracdo e hidrélise DAF mostraram-se
sensiveis em detectar diferencas entre as areas, enquanto o N mineralizado e a
atividade da desidrogenase foram mais varidveis, ndo apresentando diferenca
estatistica entre algumas areas avaliadas. A diversidade funcional, representada pelo
indice de Shannon aplicada aos resultados do BiologECO, na maioria dos locais ndo
apresentou diferenca significativa entre as areas avaliadas nas duas amostragens. A
visualizagdo das diferencas entre as areas ficou mais evidente quando todos os
atributos avaliados foram representados juntos em gréficos radiais e quando foi
calculado um indice biolégico de qualidade integrando todos eles. No segundo estudo
foi desenvolvido um novo protocolo para extragdo do proteoma do solo. Foi utilizado
um solo contaminado com altas concentra¢cdes de cobre e remediado pelas adi¢bes de
matéria organica e calcario dolomitico. O protocolo desenvolvido foi relativamente
eficiente para extrair as proteinas do solo e também da solugdo do solo. Apds a
separacao das proteinas por eletroforese de gel bidimensional foi possivel visualizar
diferencas no perfil protéico entre os diferentes tratamentos avaliados, indicando o
potencial da protedmica em estudos de monitoramento de areas contaminadas, assim
como para avaliar a eficacia de tratamentos de remediacdo. No entanto, para que esta
técnica seja efetivamente utilizada em estudos de monitoramento € necessario um
estudo correlacionando a concentracdo do metal com a quantidade e expressédo de
proteinas.

! Tese de doutorado em Ciéncia do Solo, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre. (84p) — 2011. Trabalho realizado com apoio financeiro do
CNPaq.
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EVALUATION OF METHODOLOGIES FOR MONITORING SOIL QUALITY?

Author: Andressa de Oliveira Silveira
Adviser: Prof. Flavio Anastacio de Oliveira Camargo

ABSTRACT

The use of biological indicators to evaluate changes in soil quality has been proposed,
because these attributes have sensitivity to respond quickly to changes occurring in the
environment. The aim of this study was to evaluate methods for monitoring soil quality
by biological indicators. In the first part of the study were evaluated in cropped soils
under three locations. Samples were collected at depth of 0-10 cm areas under native
vegetation and cultivated areas in two periods of the year. Microbial biomass was
determined using the methods of fumigation-incubation, fumigation-extraction and
substrate induced respiration. It was also evaluated the microbial activity of soil through
respiration, mineralized-N, dehydrogenase activity, Fluorescein diacetate hydrolysis
(FDA) and functional diversity with the use of BiologgeCO plates. In general the
biomass, respiration and hydrolysis FDA were sensitive in detecting differences
between areas, while the mineralized-N and dehydrogenase activity were more
variable, with no significant difference between some areas evaluated. The functional
diversity, represented by the Shannon index applied to the results of BiologECO,
showed no significant difference between the areas assessed in two samples in most
of the sites. The view of the differences between the areas became more evident when
all attributes were represented together in radial graphs and when it was calculated an
index of biological quality integrating them all. In the second study it was developed a
new method for extraction of the proteome of the soil. It was used a soil contaminated
with high concentrations of copper and remedied by additions of organic matter and
lime. The protocol developed was relatively efficient way to extract the proteins from
the soil and also soil solution. After separation of proteins by two-dimensional gel
electrophoresis was possible to visualize differences in protein profiles between
different treatments, indicating the potential of proteomics in studies monitoring of
contaminated areas, as well as to evaluate the efficacy of treatments for remediation.
However for this technique is effectively used in monitoring studies requires a study
correlating the concentration of the metal with the quantity and protein expression.

! Doctoral thesis in Soil Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre. (84p), 2011.
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1. INTRODUCAO

A expansao demogréafica e 0 consumo de recursos ndo renovaveis
tém levado a degradacdo ambiental e a insustentabilidade dos ecossistemas
no pais. Associado a esta constatacdo, verifica-se a inexisténcia de
mecanismos de monitoramento que facam um diagndstico preciso e confiavel
desta degradacdo, bem como a previsao de impactos que afetam a
sustentabilidade do ambiente. Apesar do interesse pelo meio cientifico e
politico, os conceitos de sustentabilidade e de degradacdo do ambiente

permanecem vagos.

A padronizacdo destes conceitos e o desenvolvimento de medidas
guantitativas de avaliacdo s&o essenciais para a que fatos subjetivos e
abstratos se transformem em fatos cientificos e aplicaveis a resolucdo dos
problemas reais de sustentabilidade do ambiente. Como situacéo especifica de
potenciais impactos no ecossistema e a necessidade de monitoramento
destacam-se a contaminacdo ambiental do solo, da 4gua e da atmosfera por
poluentes organicos e inorganicos e a perda da capacidade produtiva do solo
devido a utilizacdo inadequada e intensiva de insumos, espécies exaticas,

monocultivos, mecanizagao, entre outros.

A qualidade do solo como um importante indicador da
sustentabilidade de agroecossistemas, tem seu monitoramento feito a partir do
comportamento de indicadores, ao longo do tempo, ou comparando seus
desempenhos com valores de referéncia, que podem ser estabelecidos a partir
de resultados de pesquisa ou obtidos em ecossistemas naturais, localizados
nas mesmas condi¢des do solo avaliado.

O uso de indicadores biolégicos para monitorar alteragcdes no solo e
avaliar a sua qualidade tem sido sugerido e adotado em alguns paises em



programas de monitoramento. Os microrganismos desempenham papel chave
em diversos processos do solo, como a degradacdo na matéria organica e
ciclagem de nutrientes, degradagédo de residuos toxicos e contaminantes e na
promocao de crescimento de plantas. Por serem extremamente dinamicos o0s
atributos biolégicos, possuem sensibilidade de responder rapidamente as
modificagées que ocorrem no ambiente do solo, sejam elas quimicas ou fisicas.
Muitas sdo as metodologias que podem ser empregadas para avaliar
a microbiota do solo, seja através da quantificacdo da sua populacdo, como a
determinacdo do carbono da biomassa microbiana, ou através da medida da
sua atividade, como a respiracéo basal, atividades enzimaticas e mineralizacao
do nitrogénio. A avaliacdo conjunta destes parametros e a agregacgao destas
mensuracdes na forma de um indice podem ser Uteis para avaliar o estado de
degradagcdo do solo, sendo que quanto menores os valores da biomassa,
atividade e diversidade microbiana, mais degradado se encontra o solo. Com
base na hipGtese apresentada acima o objetivo deste trabalho é avaliar e
desenvolver metodologias para o monitoramento da qualidade do solo através

de indicadores biolégicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Sustentabilidade do solo e do ambiente

O aumento exponencial da populacéo brasileira e a capacidade finita
dos nossos recursos sdo hoje reconhecidos como o principal problema para
manter a seguranca alimentar e a qualidade de vida para as proximas geracdes
(UNCED, 1992). Como reflexo desta demanda, tém se observado a
degradacéo de recursos como 0 solo e o crescente aumento da poluicéo
ambiental, comprometendo a sustentabilidade dos ecossistemas e a economia
do pais. Esta degradacdo é consequéncia da utilizacdo inadequada destes
recursos, desconhecimento da aptiddo e da capacidade de uso do solo,
desconsideracéo das limitagdes e fragilidades do ambiente e inabilidade para

prever e monitorar o avancgo da degradacao e da perda da sustentabilidade.

Como consequéncia direta, o0 ambiente perde suas propriedades de
producdo, sua capacidade de resistir aos impactos e estresses abibticos, e em
ultima analise, sua sustentabilidade, quando perde as qualidades inerentes de
um sistema capaz de manter sua estrutura sem comprometer a demanda da
populagdo por alimentos e bens de consumo. Este conceito tedrico de
sustentabilidade é util e relevante, mas necessita ser objetivo, quantificado e
confidvel para monitorar e orientar a tomada de decisdo a respeito das
estratégias a serem adotadas para manter o ambiente na condicdo de

sustentavel.

As tentativas de avaliacédo da sustentabilidade dos ecossistemas tém
sido falhas devido a falta de foco, indefinicdo de objetivos multiplos e/ou

especificos, grandes variagbes na escala de tempo e de espaco e falta de



critérios e de padronizacdo na avaliacdo. Além disso, a necessidade de
producdo de alimentos deve ser compativel com altos padrées de qualidade
ambiental. Neste caso, atingir elevadas produtividades ao mesmo tempo em
gue mantém e melhora a qualidade do ambiente ndo devem ser caracteristicas
dissociaveis no ambiente. Assim, o grande objetivo é quantificar a
sustentabilidade e avaliar o impacto no manejo das propriedades do solo e de
processos relevantes para a producao agronomica e a qualidade ambiental.
Isto implica que o uso do solo e o sistema de manejo adotado podem ser
avaliados de acordo com a aptiddo da terra, baseando-se para isso em

conhecimento prévio dos recursos naturais existentes (Lal, 1994).

Deste modo, as principais metas a serem alcancadas com a
avaliacdo da sustentabilidade do solo podem ser resumidas como: a) conservar
e melhorar 0s recursos naturais renovaveis; b) caracterizar e quantificar os
principais processos de degradacdo; c) identificar as caracteristicas de
resiliéncia e de recuperacao do solo; d) identificar as possibilidades de manejo
e de gerenciamento em compatibilidade com o potencial e limitacdo dos
recursos; e) avaliar a magnitude e a tendéncia das altera¢cdes nas propriedades
e processos que ocorrem no solo sob diferentes sistemas de manejo; f) propor
politicas que estimulem a busca do uso sustentavel dos recursos (Bloem et al.,
2006).

De acordo com Lal (1994) existe uma seqiéncia de passos que sao
necessarios para avaliar o uso sustentavel do solo. O primeiro passo consiste
na definicdo dos objetivos da avaliacdo, seguido do passo seguinte que é
prospeccdo detalhada das capacidades e limitacdbes dos recursos e
identificacdo dos processos predominantes de degradacao do solo. O terceiro
passo é avaliar as alteracdes nos indicadores do solo provocadas pelo uso
agricola e ndo agricola. Se a produtividade diminui ou os indicadores de solos
sdo alterados drasticamente, o proximo passo € readequar o sistema de
manejo e de uso do solo e reavaliar as mudancas em relacdo a recuperacao da

capacidade produtiva e da qualidade ambiental.



2.2 Qualidade do solo e do ambiente

A sustentabilidade de um ecossistema é dependente em grande
parte da qualidade do ambiente e do solo e, conseqientemente, da saude de
plantas, animais e humanos. A qualidade ambiental € resultante de um
conjunto de propriedades desejaveis que o solo, dgua e atmosfera devem
possuir. Nesta situacdo, o solo desempenha papel primordial, pois é o
ambiente mais complexo, apresentando-se como uma mistura de componentes
Vivos e nao vivos interagindo entre si e variando, naturalmente, no tempo e no
espaco. Definir qualidade do solo ocorre tentativamente pela escolha de algum
indicador quimico, fisico ou biolégico que representam algum constituinte,
processo ou condi¢do particular em diferentes niveis de aproximacao (Schloter
et al., 2006).

Do ponto de vista operacional, o conceito de qualidade do solo é
definido por propriedades e atributos mensuraveis que irdo caracterizar esta
qualidade e proporcionar um indice quantitativo que pode ser medido. Para
isso, € necessario que as fungbes do solo no ecossistema sejam
compreendidas de uma forma mais abrangente do que somente a producéo
vegetal. Numa visdo mais ampla, o solo é responséavel pelo fluxo da agua no
ciclo hidroldgico, pelo controle das emissfes dos gases do efeito estufa, pela
atenuacao, tamponamento e remediacdo de contaminantes xenobioticos e pelo

controle da qualidade da 4gua e do ar (Burns et al, 2006).

Herrick (2000) afirmou que a qualidade do solo pode ser o indicador
ideal do manejo sustentavel do ambiente uma vez que podem incluir na sua
definicdo: a) existéncia de relagéo causal entre qualidade do solo e fung¢bes do
ecossistema, como a conservacao da biodiversidade, producdo de biomassa e
conservacao do solo; b) capacidade dos indicadores da qualidade do solo para
predizer as respostas a impactos no ambiente; c¢) maior resposta e
acessibilidade ao monitoramento; d) maior integragdo com outros indicadores
bio-fisicos e sécio-econdmicos; €) amplitude do conceito da qualidade do solo

no contexto da paisagem e do ambiente.



2.3 Indicadores da qualidade do solo

Avaliacdo ambiental sistémica demanda indicadores de primeira
geracdo, de segunda geracao e de terceira geracdo, como definidos a seguir.
Por definicdo, indicadores de primeira geragcao séo aqueles que o observador
vé 0 problema e o sistema que o manifesta, e procura entendé-los. O
problema, assim como o sistema, esta la fora. Exemplos destes indicadores
sdo indicadores fisico-quimicos e biolodgicos do solo sujeito a contaminacgao.
Indicadores de segunda geragdo sdo aqueles quando o olhar que quer
compreender o problema é sistémico. O sistema € produto do pensar as
relagbes de interesse, e quem pensa se percebe parte do problema. Exemplos
destes indicadores sdo as tentativas de integragdo sistémica como o indice de
qualidade do solo, o método integrativo de avaliacdo da qualidade do solo,
entre outros. Mais recentemente esta sendo proposto o uso de indicadores de
terceira geragao, cuja caracteristica é a de que o avaliador se avalia em como
avalia sistemicamente o problema — condi¢do para a passagem do eu para o

nés. Esta tentativa é inovadora e até o momento ainda sem definicdo

apropriada.

Antes de tratar o sistema de avaliagdo como um todo é necessério
inicialmente definir os critérios e selecionar indicadores para a avaliagdo
guantitativa do uso sustentavel do solo. Os passos para esta fase sdo os
seguintes: a) identificar indicadores de sustentabilidade do solo; b) estabelecer
relagbes quantitativas entre estes indicadores e os processos de degradacéo
do solo; c) definir limites criticos para os indicadores em relacdo a valores de
referéncia onde o solo é degradado irreversivelmente; d) estabelecer indices
(conjunto de indicadores) de sustentabilidade e de qualidade do solo; e)
selecionar métodos de rotina para avaliar os indicadores da qualidade do solo;
f) estabelecer um banco de dados para diferentes solos, manejos e impactos
decorrentes da atividade agricola e ndo-agricola; g) desenvolver ferramentas
gue sistematizem as informacbes geradas em diferentes ecossistemas e
escalas de monitoramento que fornecam subsidios para a previsdo e mitigacao

de impactos decorrentes do uso do solo.



Em relacdo a definicdo conceitual de indicadores de sustentabilidade
existem trés termos sugeridos pela OECD (1999) que merecem
esclarecimentos: a) parametros (uma propriedade que pode ser medida ou
observada); b) indicador (um valor derivado de parametros o qual indica,
informa ou descreve o significado de um estado ou condigdo além do valor
apontado pelo parametro); c) indice (conjunto de indicadores ou de
parametros). O critério para a escolha de um indicador de qualidade do solo
deve levar em consideracdo: a) sua utilidade em definir processos do
ecossistema; b) sua habilidade em integrar propriedades quimicas, fisicas e
biolégicas; c) sua sensibilidade para detectar variacdes no manejo e no clima
(Doran, 2000). Na definicdo de um indicador, devem-se considerar também
alguns aspectos como: a) simplicidade e facilidade de medigcdo; b)
aplicabilidade em todas as escalas; c) capacidade de predicao e estrapolagéo;
d) versatilidade; e) simplicidade de andlise e de interpretagéo; f) relevancia
ecologica; g) adequacédo e direcionado a processos e condi¢cdes de avaliacao
(Lal, 1994).

Depois de identificados os indicadores de sustentabilidade do solo é
preciso estabelecer relagcdes quantitativas destes indicadores com o0s
processos de degradacao destes recursos. Com estas relagbes bem definidas
€ possivel calibrar os indicadores com eventos especificos de degradagéo
ambiental e estabelecer niveis criticos de sustentabilidade que irdo nortear a
tomada de decisdo durante a avaliagcdo e monitoramento do ecossistema. Uma
vez obtidos um namero minimo de dados e a relagdo com a perda de

sustentabilidade € necessério interpretar a informacdo em termos de

potencialidades e limitagbes dos recursos.

O conhecimento dos valores extremos acima ou abaixo dos quais o
solo é degradado irreversivelmente é entendido como o nivel critico de um
indicador. O nivel critico pode ser definido em termos de diminuicdo da
capacidade de producédo agricola ou de outra fungdo econdmica ou ambiental
do solo. Deste modo, é extremamente importante adotar critérios adequados
para estabelecer os niveis criticos dos indicadores de qualidade do solo, pois

todo monitoramento e tomada de decisdo sera baseado nestes valores. Além



disso, € necessario considerar na definicdo de niveis criticos, os valores de
referéncia de ambientes ndo impactados como forma de comparacéo e de

expectativa de recuperacao das propriedades originais.

Com a obtencdo de dados e informacbes a respeito dos niveis
criticos de indicadores de qualidade do solo, estes deverdo ser combinados na
forma de indices (conjunto de indicadores) ou de grupos de indices para entao
de forma mais consistente e abrangente avaliar o uso sustentado do ambiente.
As principais possibilidades de desenvolvimento de indices de qualidade do
solo estdo baseadas na utilizacdo de métodos paramétricos e ndo paramétricos
de estatistica e geoestatistica, correlagdo, regressdo, modelagem, etc. O
primeiro indice de qualidade do solo foi proposto em 1992 (Lal, 1994) e até o
momento existe quase uma dezena destes. Os mais elaborados e utilizados
em situacdes reais sdo 0s conceitos bioldgicos de classificacdo e avaliacdo do

solo desenvolvidos pela Alemanha (BBSK) e pela Holanda (BISQ).
2.4 Indicadores de qualidade biolégica do solo

O conceito de classificacdo biol6gica do solo (BBSK) proposto e
adotado pela Alemanha relaciona estrutura e funcdo da comunidade
microbiana e zoologia do solo. Neste conceito, a ocorréncia de organismos do
solo é determinada pelas caracteristicas do solo e do local, resultando numa
classificacdo do ecotipo. A partir da comparagcdo entre uma comunidade
esperada e uma obtida pode-se avaliar a funcdo desta comunidade no habitat.
Apesar das tentativas de aplicacdo deste indice, inUmeros autores (Breure et
al, 2005) citam as limitacbes desta proposta. Entre as limitagbes: a) o baixo
namero de locais e de parametros necessarios para definir o ecossistema; b)
auséncia de valores de referéncia de locais nunca impactados; c) falta de
padronizagdo dos métodos para a estimativa da comunidade; d)
impossibilidade de organizagcdo dos dados de forma a transmitir conclusdes e

recomendagdes para 0 monitoramento.

O indicador biolégico de qualidade do solo (BISQ) desenvolvido pela
Holanda é mais razoavel que o indicador Alemdo em termos conceituais. A

racionalidade esta no fato de que o uso sustentavel do solo pode ser avaliado



por um indicador ecoldgico de qualidade do solo, que integra dados das
caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas do solo. A combinacdo de
medi¢cOes da parte bibtica e abidtica no mesmo programa de monitoramento
pode produzir modelos de resposta induzida para indicadores individuais. Com
o modelo obtido a partir de um grande banco de dados é possivel predizer os
efeitos da atividade humana no ambiente. Como ponto de partida para o
estabelecimento de indicadores esta a capacidade de suporte a vida
(decompositores, recicladores, estruturagdo do solo e estabilidade do
ecossistema), os processos (fragmentacdo, transformacgé&o, mineralizagéo,
atividade enzimética, absor¢do de nutrientes, bioturbacdo, agregacdo, cadeia
trofica, etc.), os indices (varidvel indicativa) e os indicadores derivados desta

analise (métodos rotineiros descritos na literatura).

Indubitavelmente a proposta holandesa é muito superior a alema,
mas ambas ndo sao suficientes para fornecer ferramentas adequadas para
interpretar, analisar, prever, diagnosticar e estabelecer estratégias de
recuperacéo das propriedades iniciais dos ecossistemas. Em ambos 0s casos
constata-se: a) a necessidade premente de construgdo de um banco de dados
de referéncia contendo solos de diferentes caracteristicas; b) a insuficiéncia de
solos e de locais de referéncia, que nao séo representativos em relacao as
suas caracteristicas bioldégicas e ndo bioldgicas; c) a desconsideragdo da
variacdo temporal da comunidade, o que dificulta o estabelecimento de niveis
criticos e a padronizacdo de métodos; d) a inexisténcia, na Europa, de solos ou
ambientes de referéncia nunca afetados pela atividade humana, dificultando a
interpretagdo do efeito do uso do solo na comunidade bidtica do solo; e) a
impossibilidade de ordenamento e organizacdo adequada dos dados obtidos
estatisticamente, dificultando a avaliagdo da ocorréncia de organismos no solo;
f) o problema da visualizac&o e interpretacéo de resultados complexos (Breure
et al., 2005).

As duas propostas sao unanimes que o componente biolégico do
solo possui maior sensibilidade em responder rapidamente as modificagfes
gue ocorrem no ambiente. Segundo Kennedy & Papendick (1995) os atributos

bioldgicos se ajustam a maioria dos critérios para selecao de indicadores de



gualidade do solo. Isto se deve, principalmente, a sua capacidade de responder
rapidamente a disturbios causados pela agdo antropica, como alteragdes no
manejo agricola e adi¢do de residuos no solo.

Quando se deseja avaliar a qualidade biolégica do solo trés
aspectos relacionados a por¢gdo viva do solo devem ser considerados: a)

biomassa microbiana; b) atividade microbiana; c) diversidade microbiana.
2.4.1 Biomassa microbiana

A biomassa microbiana (BM) é considerada a parte viva da matéria
organica do solo, representando de 2 a 5% (Jenkinson & Ladd, 1981) desta
fracdo do solo, e inclui bactérias, actinomicetos, fungos, protozoérios, algas e
microfauna. Mesmo representando uma pequena por¢cado da matéria organica,
a BM pode ser considerada uma fonte potencial de N, P, S e outros nutrientes
para as plantas (De-Polli & Guerra, 1999). Segundo Smith & Paul (1990) a
biomassa é um importante reservatorio de nutrientes para as plantas no solo,
pois esta constantemente se reciclando. O estudo da BM é fundamental para a
compreensao dos processos em que atua, assim como para 0 monitoramento
de alteracOes nestes processos, principalmente aquelas causadas por acoes

antropicas.

A BM pode ser medida por diferentes métodos, e os mais utilizados
sdo os meétodos da Fumigacdo-Incubacdo (Jenkinson & Powlson, 1976),
Fumigacéo-Extracdo (Vance et al., 1987) e Respiracao Induzida por Substrato
(Anderson & Domsch, 1978). Os dois primeiros métodos baseiam-se na
fumigacdo do solo com cloroférmio para matar toda populagdo de
microrganismos, sem afetar, contudo, o conteudo dessa matéria organica
morta. A diferenca é que, no método da fumigacdo-incubagdo, o carbono é
determinado na forma de CO; liberado pelo solo durante um periodo de
incubagdo, sendo resultado da respiragdo decorrente do crescimento de
organismos, usando como substrato os organismos mortos pela fumigacéo.
Enquanto que, no método de incubagéo-extracao, o carbono é determinado por
extracdo com K,SO4, oxidacdo e digestdo quimica. Ja a Respiracdo Induzida

por Substrato é quando um substrato é adicionado ao solo em uma
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concentracdo de saturacdo e € utilizado pelos microrganismos. O aumento da
evolugcdo de CO, nas primeiras horas antes de ocorrer uma resposta de
crescimento, comparado a um solo sem substrato € uma medida da biomassa

microbiana.

Muitos sao os trabalhos relacionando diferentes impactados com a
biomassa microbiana, como o efeito das praticas de cultivo e manejo
(Matsuoka, 2006; Benintende et al.,2008), o uso de corretivos de acidez e
fertilizantes (Masto et al., 2006), o uso de herbicidas (Perucci et al., 2000) e
contaminagdo com metais pesados (Knight et al., 1997; Andrade & Silveira,
2004; Frey et al., 2006).

Apesar da BM do solo ser uma medida da populacao viva do solo, e
consequentemente uma caracteristica muito dindmica, é pouco informativa
guando apresentada isoladamente (Moreira & Siqueira, 2006). Segundo Mac
Donald (1986) apenas de 15 a 30% da populagédo é catabolicamente ativa no
solo, o restante se encontra na forma inativa ou latente. Por isso € importante a

avaliacdo conjunta da atividade microbiana do solo.
2.4.2 Atividade microbiana

A atividade microbiana representa todas as reacdes bioquimicas
catalisadas pela biomassa do solo. A medicdo da atividade microbiana no solo
€ baseada na presenca de células microbianas intactas e ativas no solo,
refletindo o estado fisiolégico das células microbianas. As reacdes
catabolizadas pelos microrganismos sdo de extrema importancia para a
manutencdo da qualidade do solo. Além de papel chave nos ciclos
biogeoquimicos, os microrganismos podem degradar substancias todxicas,
controlar patégenos no solo, contribuir para a estruturacdo do solo, entre outras

funcoes.

Existem varias metodologias empregadas para avaliar a atividade
microbiana do solo, e os mais utilizados sé&o: Respiracao Basal (Stotzky, 1972),
N mineralizado (Bundy e Meisinger, 1994) e avaliacfes de atividade enzimatica
como hidrélise do diacetato de fluoresceina (Adam & Duncam, 2001),
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desidrogenase (Alef, 1998) e enzimas relacionadas aos ciclos biogeoquimicos

como B-glucosidase, fosfatase acida e urease (Dick et al., 1996).

A respiracdo basal é um dos mais antigos parametros para
qguantificar a atividade microbiana. Ela representa a oxidacdo da matéria
organica do solo por organismos aerobios, ou seja, que utilizam O, como
aceptor final de elétrons e liberam CO2 (Anderson, 1982). A respiracao
microbiana pode ser mensurada no campo, sob condi¢ées naturais, ou em
laboratdrio. A determinacdo da respiragdo microbiana no laboratério pode ser
feita através da medida do O, consumido ou do CO; liberado do solo. A mais
utilizada € pela determinagcédo do CO; liberado, podendo esta medida ser feita
através de titulacdo (quando capturado por NaOH ou KOH), cromatografia
gasosa, espectroscopia de infravermelho ou por 14C. Pode-se medir a
respiracdo basal das amostras (acdo dos microrganismos sobre a matéria
organica presente na amostra) ou com inducao por substrato (com adicdo de
uma fonte de carbono).

O processo de mineralizacdo do nitrogénio no solo pode ser definido
como a conversao de N organico em forma mineral utilizavel pelas plantas, no
qual ocorre através da transformacdo bioguimica do N mediada por
microrganismos (Stevenson, 1985). O possivel uso da mineralizagdo do N no
solo como um indice de qualidade do solo é relevante por causa da relagédo
deste processo com a capacidade do solo de fornecer N para o crescimento
das plantas, e também por causa do risco da poluicdo atmosférica e aquatica
por este elemento (Canali e Benedetti, 2006).

Outra maneira de medir a atividade dos microrganismos € através da
atividade enzimédtica. A hidrdlise do diacetato de fluoresceina tem sido utilizada
para esta finalidade, pois este substrato pode ser hidrolisado por diferentes
enzimas liberadas pelos microrganismos no solo, como lipases, proteases e
esterases, refletindo, portanto a atividade dos organismos heterotroficos do
solo. Swisher & Carroll (1980) demonstraram que a quantidade de fluoresceina
produzida pela hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA) era proporcional a

populacdo microbiana. Em 2001, Adam & Duncan desenvolveram uma
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metodologia que possibilitou a utilizacdo da hidrélise de FDA como indicador da
atividade total de microrganismos heterotréficos do solo.

Ja a desidrogenase existe como uma parte integral das células
intactas e representa a atividade oxidativa total dos microrganismos do solo,
durante os estagios iniciais da degrada¢do da matéria organica (Dick, 1997). A
desidrogenase tem sido utilizada como um parametro em estudos
comparativos ecotoxicoldgicos (Gong et al., 1999; Welp, 1999; Moreno et al.,
2001).

Varios trabalhos relacionam o efeito de impactos no solo sobre
atividade dos microrganismos, como o efeito do uso intensivo do solo (Zhang et
al., 2006), do manejo (Schmitz, 2003; Matsuoka, 2006; Mijangos et al., 2006),
da contaminacdo por hidrocarbonetos (Gianfreda et al., 2005; Riffaldi et al.,
2006) e da contaminacdo por metais pesados (Tobor-Kaplon et al., 2005; Frey
et al, 2006; Tischer et al., 2008).

2.4.3 Diversidade microbiana

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham fung¢des Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas,
como componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos
biogeoquimicos. O conhecimento da diversidade microbiana inclui, entre
outros, uma melhor compreenséo das fungbes exercidas pelas comunidades
microbianas no solo e a otimizacdo da capacidade microbiana para a
fertilizagdo dos solos, e as interagbes com outros componentes da
biodiversidade. A diversidade e atividade dos microorganismos presentes num
sistema sao extremamente dindmicas, pois respondem rapidamente a
mudancas no ambiente e sdo capazes de adaptar-se rapidamente a novas
situacbes. Sua avaliacdo, portanto pode fornecer indicadores importantes para
obter-se entdo o estado de qualidade atingido pelo solo sob um determinado

tipo de manejo.

Varias estratégias tém sido utilizadas para estudar a diversidade e a
estrutura das comunidades microbianas no solo, sendo que a maioria das
abordagens é baseada em técnicas de biologia molecular. Mas o uso dessas
metodologias baseadas na biologia molecular apenas permite avaliar o
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potencial genético dos microrganismos no solo, ndo o nivel de expresséo deste
potencial. Técnicas que envolvem amplificacdo por PCR e o0 sequenciamento
de regifes do DNA fornecem informacdes sobre a presenca de microrganismos
no ecossistema, mas nao fornecem informagdes sobre a sua atividade. Essas
ferramentas pouco informam sobre os processos bioquimicos do solo, por isso

€ necessario também considerar a diversidade funcional do solo.

Uma técnica simples que tem sido utilizada na avaliacdo da
diversidade metabdlica do solo é a que utiliza microplacas chamadas BIOLOG-
Eco (Biolog Inc., Hayward, Califérnia). Esta técnica avalia a capacidade de
utilizacdo de diferentes fontes de carbono presentes nestas placas pela
comunidade microbiana do solo (Derry et al., 1998). Varios autores (Sharma et
al., 1998; Derry et al., 1998; Yan et al., 2000; Gomez et al., 2004; Mungai et al.,
2005; Yao et al., 2000; Li et al., 2007; Ros et al., 2008) tém optado por utilizar

esta técnica em conjunto com avaliacfes genéticas das comunidades.

Mas esta técnica apresenta algumas limitacdes, pois considera
apenas microrganismos cultivaveis, ou seja, capazes de crescer em condi¢cdes
experimentais, € sensivel a quantidade de inoculo, e assim como as técnicas
de biologia molecular reflete apenas o potencial, ndo a diversidade funcional in
situ. Por isso uma nova abordagem da comunidade microbiana estd se
mostrando promissora para o entendimento dos processos microbianos no

solo: a proteomica.

Por proteoma entende-se o0 conjunto de todas as proteinas de um
sistema biolégico (Nannipieri, 2006). O estudo do proteoma de comunidades
microbianas do solo permite a obtencdo de informagdes mais realistas a
respeito das funcbes destas comunidades nesse sistema, iSSO porque as
proteinas exercem papéis essenciais em praticamente todos 0s processos
biolégicos, como a ciclagem de nutrientes. Além disso, esse tipo de avaliagédo é
realizado in situ, refletindo o estado atual da comunidade microbiana do solo,

nao apenas o seu potencial.

Existem varios estudos envolvendo o proteoma de culturas

microbianas puras, mas 0 uso desse tipo de avaliacdo em ambientes
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complexos como o solo € recente, havendo, portanto poucos trabalhos
publicados. Essa caréncia de estudos em amostras ambientais se deve as
dificuldades na extracdo e separacdo destas proteinas de amostras tao
complexas e a identificacdo das inumeras moléculas obtidas. E quando se
considera um sistema como o solo essa dificuldade € maior devido a complexa
interacdo entre a comunidade microbiana e a matriz do solo (argilominerais,
acidos humicos, complexos fendlicos), se tornado mais dificil a separacdo e
extracao do proteoma.

Segundo Nannipieri (2006) um dos maiores problemas
metodoldgicos é extrair especificamente proteinas intracelulares na presenca
de um grande pano de fundo de proteinas extracelulares. Estas proteinas
extracelulares estdo estabilizadas, e consequentemente protegidas da acao de
protedlises, através da sua associagdo com os coloides do solo. Ainda segundo
este autor com base na distribuicdo das proteinas no solo o proteoma deste
ambiente pode ser subdividido em duas categorias: proteoma funcional e
proteoma estrutural. O proteoma funcional seria aquele extraido de dentro das
células microbianas do solo, enquanto que no estrutural estariam incluidas
aguelas proteinas extracelulares que ja fazem parte da estrutura do solo

adsorvidas em argilominerais e substancias humicas.

Muitos dos avangos no estudo do proteoma em amostras complexas
se devem ao aperfeicoamento de técnicas para separar e identificar as
proteinas obtidas. Com relacdo a separacdo das proteinas obtidas existem
varias técnicas, e uma tem se mostrado bastante Util é a eletroforese de gel
bidimensional (2-DE). Nesse tipo de gel as proteinas sdo separadas na
primeira dimensdo em funcdo da sua carga, e na segunda dimensdo em
relagédo ao seu peso molecular (Rocha et al., 2005). O resultado final consiste
em um gel com diversos pontos (“spots”) dispersos, cada um correspondendo a
uma proteina particular. O poder de separacdo € tdo grande que duas
proteinas que diferem em apenas um aminoacido podem ser prontamente
distinguidas (Rocha et al., 2005).

Outra tecnologia que tem permitido uma melhor compreensdo do

proteoma é o uso de espectrometro de massa, que permite a identificacdo de
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proteinas mesmo em misturas complexas. Neste equipamento as proteinas séo
partidas em peptideos de cadeia curta e as suas identidades sdo deduzidas a
partir da comparacao com banco de dados.

Apesar de existrem ainda alguns desafios a serem vencidos,
principalmente no que se referem a extracdo das proteinas da matriz do solo,

diferentes protocolos tém sido propostos para a extracao do proteoma do solo.

Singleton et al. (2003) testaram diferentes protocolos de extracao
das proteinas de solos contaminados com Cd. Estes pesquisadores
observaram uma reducdo de aproximadamente 35% na quantidade total de
proteinas extraidas de solo contaminado com Cd em relagdo a um solo nédo
contaminado. Eles ainda notaram um aumento na producdo de proteinas de
baixo peso molecular nas amostras contaminadas em relagcdo as amostras
controle e atribuiram a sua presengca como sendo uma resposta dos
microrganismos ao contaminante. Shulze et al. (2005) caracterizaram o
proteoma de ambientes complexos como a agua de um lago, solu¢des de solo
e particulas de solo. Eles extrairam varias proteinas e identificaram as suas
funcBes e sua origem filogenética. Entre as proteinas identificadas estavam
enzimas relacionadas a degradacdo da matéria organica. Benndorf et al.
(2007) desenvolveram um protocolo para a extracdo das proteinas do solo
separando-as dos constituintes organicos e inorganicos da matriz do solo.
Quando estes autores adicionaram aos solos diclorofenoxiacético (2,4-D),
foram extraidas, isoladas e identificadas enzimas relacionadas a degradacao
deste composto.

Os trés autores citados anteriormente optaram por utilizar uma
abordagem direta para extragdo do proteoma, ou seja, realizaram a extracéo
diretamente das amostras de solo, e consequentemente um estudo do

proteoma funcional e estrutural.

Maron et al. (2007a) desenvolveram uma estratégia indireta para
avaliacdo do proteoma em amostras complexas. Eles optaram por primeiro
extrair as células da comunidade bacteriana do solo, e s6 entdo extrair o

proteoma destas células. Trabalhando com amostras de agua com e sem
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adicdo de mercurio e cadmio observaram modificacdes no metaproteoma das
amostras contaminadas em relagcdo ao controle sem contaminante, indicando
variacdes na estrutura funcional das comunidades. Estes mesmos autores
testaram o protocolo desenvolvido em amostras de solo (Maron et al. 2008).
Esse tipo de abordagem de extragdo indireta do proteoma pode aumentar a
eficiéncia de extragdo das proteinas uma vez que nado existe interferéncia da
matriz do solo. Eles trabalharam com solos com e sem adicdo de residuos
organicos e nao observaram diferencas na estrutura genética da comunidade
bacteriana, mas observaram diferencas na estrutura funcional. Para a
separacdo das proteinas obtidas foi utilizada a eletroforese de gel SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE), entretanto estes pesquisadores nao identificaram
as moléculas resultantes da separacao.

Devido a complexidade do solo e da dificuldade de extracdo e
purificacdo do proteoma deste ambiente uma alternativa € trabalhar com um
microrganismo indicador, com genoma e proteoma ja conhecidos (Chourey et
al., 2010; Taylor & Willians, 2010). A adicdao de um microrganismo no solo e a
posterior extracdo do proteoma total (solo+microrganismo) pode dar um
indicativo do poder de extracdo do método empregado. Para isso € necessario
fazer uma comparacéo entre o proteoma da cultura pura com o proteoma de
cultura+solo. Além disso, as alteracdes no proteoma do organismo indicador
guando em contato com um ambiente impactado pode ser utilizado para definir

e monitorar estratégias de recuperacao.

Em uma revisdo sobre metaproteoma de comunidades microbianas
Maron et al. (2007b) propbe a utilizagdo de proteinas com bioindicadores
funcionais, pois mudancas no proteoma de um ambiente em resposta a um
determinado stress poderiam estar relacionadas com mudangas na estrutura
funcional da comunidade microbiana. Segundo estes autores proteinas
identificadas como sendo induzidas ou reprimidas por um determinado disturbio

podem ser consideradas como indicadores funcionais.

Com base nos resultados obtidos pelos pesquisadores citados
anteriormente observa-se que em todos os estudos envolvendo impactos no

solo foi observada uma alteragcdo no proteoma das comunidades microbianas
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do solo quando comparados com uma amostra controle. Por isso o0 uso do
proteoma como bioindicadores funcionais do solo em programas de
monitoramento de ambientes impactados € promissor. Mas para que Seu uso
seja possivel nesse tipo de avaliacdo € necesséario aperfeicoar e padronizar
métodos de extracdo e identificacdo das proteinas do solo, e ainda relacionar a

presenca de proteinas com os impactos sofridos pelo solo.

2.5 Sistematizacdo das informacgdes e construcdo de indices de

gualidade biolégica do solo

O ultimo item a ser considerado no desenvolvimento e selecdo de
indicadores da qualidade do solo e do ambiente é a avaliagdo analitica dos
resultados de forma interpretativa, informativa e preditiva das estratégias e
decisbes a serem tomadas. Nesse sentido, algumas tentativas tém sido feitas
no sentido da avaliacdo integrada dos resultados, utilizando-se para isso
indices e diagramas que integram o0s resultados quantitativamente e

graficamente.

Em 1994, Lal propbés um indice cumulativo compreendido entre 10 e
50 pontos para expressar o grau de sustentabilidade do solo ou uso da terra,
utilizando-se para o célculo, os dez indicadores mais relevantes para o solo em
estudo ou determinado tipo de uso da terra. Cada indicador seria avaliado
ponderando-se valores de 1 a 5, conforme apresentassem, respectivamente:
nenhuma, leve, moderada, severa e extrema limitacdo. Os pesos atribuidos a
cada indicador entdo eram somados e obtido um indice compreendido entre 10
e 50 pontos, sendo que o ambiente é considerado altamente sustentavel
qguando o indice for menor do que 20; sustentavel quando compreendido entre
20 e 25; sustentavel com alta taxa de insumos, entre 25 e 30; sustentavel com
outro uso da terra, entre 30 e 40; e ndo sustentdvel quando o indice atingir

mais de 40 pontos.

Outra opcado seria a utlizacdo de técnicas que misturam
procedimentos quantitativos e qualitativos para apresentar e avaliar
integradamente os indicadores de Qualidade do Solo. O Amoeba approach,

diagramas e indices de qualidade do solo (SQI) objetivam sistematizar e
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organizar um grande volume de dados (Schloter et al., 2006). A proposta da
Amoeba (acréstico para Método Geral para Descricdo e Avaliagdo do
Ecossistema) resulta em um gréfico radial contendo todos os valores dos
indicadores, organizados em relacdo a uma situacdo desejavel ou ambiente
nao alterado. O diagrama e os resultados podem ser organizados em
porcentagem, tendo os valores de referéncia o valor de 100%. Os valores
indexados utilizados para construir o Amoeba podem ser posteriormente
condensados no indice de Qualidade de Solo (SQI), por meio de uma analise

fatorial dos desvios em relagéo ao valor de referéncia.

Ainda nesse mesmo sentido, Casalinho (2003) prop6s a utilizacéo
do Método Integrativo de Avaliacdo da Qualidade do Solo (MIAQS),
desenvolvido a partir dos trabalhos de Doran & Parkin (1994), Masera et al.
(1999), Ensslin et al. (2001) e Andrews et al. (2002), a fim de se verificar o
comportamento de um conjunto de indicadores frente a um determinado
sistema de manejo, ao longo do tempo. O método proposto é constituido pelos
seguintes procedimentos ou etapas: a) selecdo de um conjunto minimo de
indicadores, considerando tanto o saber cientifico quanto o saber popular; b)
avaliacdo dos indicadores; c) identificacdo do desempenho (valores
guantitativos) de cada indicador que represente seu nivel de limitacdo a
producdo agricola, fundamentado em resultados de pesquisa, em revisdo
bibliogréfica e na experiéncia do pesquisador; d) identificagcdo, entre os
resultados obtidos para cada propriedade, dos valores que expressam 0S
melhores e os piores desempenhos dos indicadores; e) construcdo de
descritores quantitativos continuos para cada indicador, definidos como o
conjunto de cinco niveis de impacto que descreve seus desempenhos e cujos
valores extremos correspondem, respectivamente, ao de menor atratividade
identificado pela literatura e o de maior atratividade, correspondendo aos
melhores valores encontrados nas propriedades, atribuindo-lhes pesos zero e
dez, respectivamente; f) definicdo dos trés niveis de impacto intermediarios dos
descritores, dividindo-se a diferenca entre os valores de melhor e pior
atratividade por quatro; g) atribuicdo, por juizo de valor, de indices ponderados
a cada um dos trés niveis de impactos intermediarios dos descritores,

considerando o grau de importancia de cada indicador frente as funcbes que
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foram estabelecidas para o solo no agroecossistema e o quanto poderia
melhorar seu desempenho, ao passar de um nivel de impacto para outro,
levando-se em conta a experiéncia do pesquisador e dados referenciais
existentes sobre seu desempenho; h) determinagcdo, por interpolacéo
matematica, dos indices ponderados correspondentes ao desempenho de cada
indicador, a partir dos valores obtidos em suas andlises; i) integracédo
guantitativa dos valores ponderados por meio de indices biologicos de
qualidade do solo e de testes estatisticos multivariados; j) andlise e
interpretagéo dos resultados.

Em todas as situacOes apresentadas sao apenas tentativas de
mostrar visualmente a resposta do ambiente amostrado em relacdo aos
indicadores estabelecidos. Trata-se unicamente de estabelecer um arranjo de
forma a favorecer a visualizacdo de um conjunto de resultados. N&o se trata e
nem apresenta indicios de uma andlise sistémica do ecossistema de forma a
subsidiar simulacdes, decisdes, estratégias e uma avaliacdo integrada do

ambiente.

Conforme definido anteriormente, avaliagdo ambiental sistémica
demanda indicadores de primeira ordem, de segunda ordem e de terceira
ordem. Como desafio a pesquisa, serda tentativamente desenvolvido
indicadores de terceira geracdo. Esta € a denominacdo genérica dada por
pesquisadores da Comunidade Européia, para indicadores que possam
apontar o melhor uso do meio por parte do ser humano. A maior dificuldade, de
todos os interessados nesta construcao, € ter visdo de mundo que deixe de ver
o0 problema no meio, e leve o ser humano a perceber-se no centro dos
problemas. Em outras palavras, o desafio esta em avaliar a QUALIDADE DO
USO que fazemos do meio, e ndo SOMENTE o estado do meio. Uma questéo
ambiental pode ser funcao de estado do meio, mas quase sempre tem origem
e natureza comportamental humana. Por isso a avaliagao ambiental precisa ser
feita medindo comportamentos de partes do meio, mas para avaliar o
desempenho ambiental humano, ndo do meio. Petréleo derramado no solo néo
€ perigoso, mas indesejavel naquele meio. Perigoso foi o procedimento que o
levou a derramar. O quanto perigoso é esse procedimento pode ser avaliado
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medindo consequéncias sobre a biologia do solo, por exemplo. Um exemplo de
indicador de terceira geracdo que serd testado e adaptado para as condi¢cbes
do projeto é o Situa-te. Este é instrumento que permite avaliar o estado geral
do objeto de gestédo, bem como identificar quais as melhores acdes a serem
efetuadas no sistema. Possibilita também a cada participante do grupo avaliar-
se - perceber se o seu entendimento facilita, enriquece, complica ou

empobrece o entendimento coletivo que esta sendo construido.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecdo de Métodos para Avaliagcdo da Qualidade Bioldgica
do Solo

Para testar e selecionar metodologias para avaliacdo da biomassa,
atividade e diversidade microbiana no solo, foram realizadas amostragens de

solo em areas sob diferentes usos.

3.1.1 Areas avaliadas
Os locais de amostragem foram:

e Municipio de Eldorado do Sul (RS), Estacdo Experimental da
Faculdade de Agronomia — Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Argissolo Vermelho distréfico tipico

- Area sob cultivo de eucalipto (Eucalyptus sp.) ha 20 anos;

- Area sob campo nativo;

e Municipio de Tio Hugo (RS), Latossolo vermelho distrofico.
- Area sob plantio direto ha 20 anos, sempre utilizando a sucess&o
soja (Glycine max L.) / trigo (Triticum aestivum). Recebeu aplicacdo de
corretivos e fertilizantes conforme recomendacao de analise de solo;

- Area sob mata nativa;

e Municipio de Londrina (PR), Latossolo Vermelho distroferrico.
- Area sob cultivo de cana de aclcar sob sistema tradicional de

cultivo ha 15 anos. O canavial é renovado a cada 4 anos, sendo que a ultima
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renovacao foi em 2008. A colheita é realizada com queima seguida do corte.
Recebe aplicacéo de corretivos de acidez.

- Area sob plantio convencional por 31 anos sempre utilizando a
sucessao soja (Glycine max L.) / trigo (Triticum aestivum). Recebeu aplicacéo
de corretivos e fertilizantes conforme recomendacao de andlise de solo;

- Area sob plantio direto por 31 anos sem revolvimento, sempre
utilizando a sucessao soja (Glycine max L.) / trigo (Triticum aestivum). Recebeu
aplicacdo de corretivos e fertilizantes conforme recomendacéo de andlise de
solo;

- Area sob mata nativa.

As amostragens nestas areas foram realizadas no verao
(janeiro/2009) e no inverno (julho/2009). Em cada area foram marcados quatro
pontos fixos, de onde foram retiradas as amostras compostas de solo, na
profundidade de 0-10cm, utilizado-se um trado calador. Em todas as areas
avaliadas foram amostrados solos sob vegetag&do nativa para serem utilizados
como referéncia. As amostras foram armazenadas em sacos plasticos e
transportadas até o laboratério, onde foram homogeneizadas, peneiradas (2
mm) e refrigeradas a 4° C, com umidade de campo, até o momento da
realizacdo das analises microbiologicas. Foi retirada uma porcao de 50 g de
solo de cada amostra para a determinacédo do teor de umidade, por secagem
em estufa a 105°C até peso constante. Os valores de umidade gravimétrica
dos solos na ocasidao das amostragens estao apresentados no Apéndice 01.

As analises realizadas nestas amostras foram: biomassa microbiana
por trés diferentes metodologias; atividade microbiana por quatro diferentes
metodologias; e uma metodologia para avaliar a diversidade microbiana. As
repeticdes de campo foram manipuladas como amostras independentes para a

realizacdo destas analises.

3.1.2 Avaliagbes da Biomassa Microbiana

Como um dos objetivos deste trabalho € a sele¢cdo de métodos para
avaliagdo da biomassa microbiana no solo foram testadas trés metodologias
comumente utilizadas para a quantificacdo deste atributo: Fumigacao-
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Incubagéo (Jenkinson & Powlson, 1976), Fumigacéo-Extracdo (Vance et al.,
1987) e Respiracao Induzida por Substrato (Anderson & Domsch, 1978).

3.1.2.1 Fumigacéo-Incubacéo

Para esta analise foi utilizado o método proposto por Jenkinson &

Powlson (1976) com algumas modificagbes descritas a seguir.

Foram utilizadas, de cada amostra de solo, duas aliquotas cujo teor
de umidade era equivalente a 50% da capacidade de retencdo de agua. Uma
delas, pesando 50 g, foi colocada em recipientes de vidro com tampas de
fechamento hermético e capacidade de 800 ml. A segunda amostra, pesando
45 g, foi colocada em copo de vidro de 200 ml e fumigada em dessecador
acoplado a uma bomba de vacuo, contendo um becker de 50 ml com 20 ml de
cloroférmio livre de alcool e com as paredes do dessecador forradas com papel
umido. As amostras de solo foram mantidas em dessecador por 24 horas. Apos
o periodo de fumigacédo, o vapor de cloroférmio foi retirado, as amostras entéo
retiradas do dessecador e colocadas também em recipientes de vidro com
tampas de fechamento hermético e capacidade de 800 ml. Os solos fumigados
foram inoculados com 5,0 g de solo, da mesma amostra original. Com uma
espatula, foi feita a homogeneizacédo de todas as amostras de solo e, em cada
vidro, foi colocado um copo plastico de 80 ml, contendo 20 ml de NaOH 0,5 M.
As amostras foram mantidas no escuro por dez dias a 28°C. A quantidade de

002 liberada do solo foi determinada apds adicdo de 3,0 ml de BaCI2 30% e

posterior titulacdo com HCI 0,3 M, usando fenolftaleina 1% como indicador.
Foram utilizados como controle, trés recipientes de vidro sem solo contendo a
mesma solucdo de NaOH. Para o célculo da quantidade de CO2 liberada, tanto
das amostras fumigadas, quanto das amostras ndo fumigadas foi utilizada a

seguinte férmula proposta por Jenkinson et al. (1976):

mg C-COZ: (C-A). M. E

onde:
C= volume (ml) do &acido usado para titular a base referente ao

controle;
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A= volume (ml) do &acido usado para titular a base referente a
amostra fumigada ou nao fumigada,;

M= molaridade do &cido;

E= equivalente grama do carbono (6).

O célculo da biomassa foi feito utilizando-se a seguinte férmula:
BM = (CF)-(CNF) | Kec

Onde Ck e Cnr representam o carbono extraido dos solos fumigado
e ndo fumigado e Kgc é a proporgéo total de carbono microbiano extraido apés

fumigagao.

Além das repeticdes de campo nesta analise foram ainda realizadas
duas repeti¢ces de laboratorio.

3.1.2.2 Fumigacéo-Extracao

Para esta analise foi utilizado o método descrito por Vance et al.,
(1987).

Foram pesados, em duplicata, 20g de solo. Uma amostra foi
fumigada com o mesmo processo descrito no item 5.2.1.1, e a outra mantida
em frascos de vidro de 200ml, no escuro, pelo mesmo periodo. Ap6és a
fumigagdo as amostras foram retiradas do dessecador e também
acondicionadas em frascos de vidro de 200ml. Para o processo de extracao do
carbono foi adicionado em cada frasco 50ml de K,SO, 0,5M e o conjunto foi
mantido sob agitacdo (170rpm) por 1h. Apés este periodo as amostras foram
filtradas em papel filtro n°42 e desse extrato foi retirada uma aliquota de 0,5ml
para um tudo de ensaio de 10ml. Nesse tudo foram ainda adicionados 0,5ml de
solugao extratora (K;SO, 0,5M), 1,0ml de solugdo de Mn(lll) — pirofosfato
(NazP207) e 1,0ml de H,SO,4 concentrado. O conjunto foi entdo homogeneizado
por agitacdo, deixado em repouso por 16h e, depois, foi realizada a leitura na
absorbancia em espectrometro digital (SpectrumLab 22PC) a 495nm.
Paralelamente as amostras foi montada uma curva padrdao de 0 (somente

K,SO, 0,5M) a 120mg I* de C utilizando acido oxalico. Foram utilizados 1ml
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dos padrbes, 1,0ml de solucdo de Mn(lll) — pirofosfato e 1,0ml de H2SO4

concentrado.

O célculo da biomassa foi feito utilizando-se a seguinte férmula:
BM = (CF)-(CNF) | Kec

Onde Cr e Cnr representam o carbono extraido dos solos fumigado
e ndo fumigado e Kgc é a proporgéo total de carbono microbiano extraido apés

fumigagao.

Além das repeticdes de campo nesta analise foram ainda realizadas

trés repeticbes de laboratorio.

3.1.2.3 Respiracéo Induzida por Substrato

Para esta analise foi utilizada a metodologia de Anderson & Domsch
(1978) descrita por Hoper (2006).

Em um frasco de fechamento hermético foi adicionado o equivalente
a 20g de solo seco e 60mg de sacarose. A amostra foi pré-incubada por 2h a
25°C. Apos este periodo foram colocados dentro dos frascos copinhos
plasticos contendo 20ml de de NaOH 0,025M e as amostras foram novamente
incubadas por 4h a 25°C. A quantidade de CO, liberada do solo foi
determinada com adi¢&o de 1,0 ml de BaCl2 0,5M e posterior titulagdo com HCI
0,025M, usando fenolftaleina 1% como indicador. Foram utilizados como
controle, trés recipientes de vidro sem solo contendo a mesma solucao de
NaOH. O carbono da biomassa microbiana foi determinado utilizando-se a

seguinte férmula:

Cmic = 30(Vb — Va) K x 22 x 1000

1,8295 x PA x4

Onde:

Cmic = carbono da biomassa microbiana (mg Cmic/Kg de solo
seco);

Vb = média do volume (ml) de HCI gasto para titular os cinco
brancos;
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Va = ml HCI gastos para titular as amostras;
K = concentracao da solugéo de HCI,

22 = fator de conversao (1ml HCI 1M corresponde a 22mg de
COy);

1000 = fator de conversao de g de solo pra Kg de solo;
1,8295 = densidade do CO, a 22°C,;

PA = peso da amostra (g de solo seco);

4 = fator de conversao de 4h para 1h.

Além das repeticdes de campo nesta analise foram ainda realizadas
duas repeticdes de laboratério para cada amostra.

3.1.3 Avaliagbes da Atividade Microbiana

3.1.3.1 Respiragao Basal

A avaliacao da respiracdo microbiana (RM) foi realizada juntamente

com a avaliacdo do CBM, sendo estimada pela quantidade de 002 liberado do

solo ndo fumigado durante 20 dias de incubacéo (Stotzky, 1972).

As unidades experimentais foram constituidas por recipientes de
vidro de 800 ml com tampas herméticas. Foi utilizada uma amostra de 50 g de
solo, incubada a temperatura ambiente, com a umidade ajustada para 50% de
sua capacidade de campo. Também foram utilizados trés recipientes sem solo

como controle. O 002 produzido foi capturado por 20ml de uma solucdo de

NaOH 0,5 M e quantificado por titulagdo com HCI 0,3 M, sendo adicionado
anteriormente 3 ml de BaCI2 30% e utilizado fenolftaleina a 1% como indicador.

Durante esse periodo, foram realizadas duas titulagcdes, a primeira aos dez dias
e a segunda aos vinte dias apos o inicio da incubacéo das amostras, sendo 0s
valores somados para obter-se o valor referente ao periodo de 0 a 20 dias de

incubagé&o. Os dados de respiragcdo microbiana foram expressos em mg C-CO2

-1
kg solo seco.
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Além das repeticdes de campo nesta analise foram ainda realizadas

duas repeti¢ces de laboratorio.

3.1.3.2 Hidrélise do Diacetato de Fluoresceina

A hidrélise do diacetato de fluoresceina (DAF) foi determinada
utilizando-se a metodologia de Green et al. (2006) com algumas alteracdes
descritas a seguir. Foi incubada, em duplicata, 1g solo com 20 ml de tampé&o
fosfato de so6dio 60mM a 25°C durante 15 minutos sob agitagdo a 100rpm.
Apds este periodo foi adicionado 100ul da solucdo de DAF 4,8 mM somente
em uma das duplicatas. As amostras foram entdo agitadas por mais 1h e 45
minutos (100rpm, 25°C), e ap6s foi adicionado 20ml de acetona em cada
frasco, e solucado de DAF 4,8mM nas amostras controle (que ndo receberam
esta solucao antes da incubacgéo). Foram entdo centrifugadas a 6000rpm por 5
minutos, e filtradas em papel filtro Whatman n°4. Foi medida a intensidade da
cor amarela, em espectrofotbmetro (SpectrumLab 22PC) a 490nm, e a
concentracdo de fluoresceina calculada com o auxilio de uma curva padréo
contendo 0,25, 0,75, 2,0, 3,74 e 7,48 pg de fluoresceina (F) por ml. Os
resultados foram expressos em pg F g™ de solo seco.

Além das repeticdes de campo nesta andlise foram ainda realizadas
duas repeti¢ces de laboratorio.

3.1.3.3 Atividade da Desidrogenase

Para medir a atividade da desidrogenase utilizou-se a metodologia
descrita por Alef (1998) que utiliza TTC (cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazolio)
como substrato para a acdo desta enzima. Foram pesados 5 g de solo umido,
em duplicata, em tubos de vidro. Em uma das duplicatas foi adicionado 5 ml de
tampdo tris-HCl com TTC 0,5g I enquanto que na outra (controle) foi
adicionado apenas tris-HCI. Os tubos foram incubados a 30°C por 24h e apés a
este periodo foi adicionado 40 ml de acetona e incubado no escuro a
temperatura ambiente por mais 2h. A suspensao foi entédo filtrada em papel
fillro Whatman n°4 e a intensidade da cor vermelha foi medida em
espectrofotometro (SpectrumLab 22PC) a 546 nm (absorbancia). As
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concentraces de TPF (trifenilformazan) foram calculadas com auxilio de uma
curva padrdo com 0, 5, 10, 20, 30 e 40 ug ml™ de TPF. Os resultados foram
expressos em pg TPF g™ de solo seco.

Além das repeticbes de campo nesta andlise foram ainda realizadas
trés repeticbes de laboratorio.

3.1.3.4 Mineralizagdo do Nitrogénio

Foi utilizado o método anaerébio descrito por Canali & Benedetti
(2006) que € baseado na incubacao de solo saturado por sete dias a 40°C, e 0
aménio € mensurado no solo antes e depois da incubagdo. A taxa de
mineralizacdo é determinada por meio da subtracdo da concentracéo inicial de

N-NH, do solo da concentracao final.

Foram pesadas 16 g de solo em frascos de vidro onde foram
adicionados 40 ml de agua destilada, e o conjunto foi incubado durante 7 dias a
40°C. Apobs este periodo a suspensao solo-agua foi transferida para frascos de
250 ml onde também foi adicionado 40ml de KCI 4M para extrair o N-NH4 do
solo . A suspensao solo-agua-KClI foi agitada durante 1h em agitador horizontal
a 170rpm e ap6s o sobrenadante foi filtrado em papel filtro n°4. No extrato
obtido foi determinada a concentracdo N-NH, através de destilagdo a vapor
(Tedesco et al., 1995). Para a determinacao da concentragao inicial de amoénio
nas amostras também foram utilizadas 16g de solo, 40ml de agua destilada e
40ml de KCI 4M e o procedimento foi 0 mesmo ja descrito anteriormente para
as amostras incubadas.

Além das repeticbes de campo nesta andlise foram ainda realizadas
trés repeticbes de laboratorio.

3.1.4 Avaliagbes da Diversidade Microbiana

3.1.4.1 BIOLOG

Para a avaliagdo da diversidade metabolica foram utilizadas
microplacas ECOplate (Biolog inc.). Cada placa possui 31 fontes de carbono
além do branco (agua), em triplicata, totalizando 96 pocos. A relagdo dos
substratos presentes esta apresentada na Tabela 01.
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Tabela 01- Fontes de carbono contidas nas microplacas Biolog. Categorizacao
dos substratos de carbono de acordo com Insan (1997).

Categoria

Nome da fonte de Carbono

Polimero

Carboidrato

Acido Carboxilico

Aminoacido

Fendlico

Amina/Amida

Miscelanea

Lactona

Piravico

Glicogénio
Tween 40
Tween 80
a-Ciclodextrina

D-Celobiose

i-Eritritol

o-D-Lactose
-Metil-D-Glicosideo
D-Xilose

D-Manitol
N-Acetil-D-Glicosamina
Acido D-Galacturénico y-

Acido y-Hidroxibutirico
Acido Itacénico

Acido a-Cetobutirico
Acido-D-glicosaminico
Acido D-Galacturénico
Acido D-Malico

Ester Metilico do Acido

L-Serina

L-Arginina

L- Asparagina
L-Fenilalanina
L-Treonina

Acido Glicil-L-Glutamico

Acido 2-Hidroxibenzoéico
Acido 4-Hidroxibenzéico

Feniletilanina
Putrescina

D, L-a-Glicerol fosfato
Glicose-1-fosfato
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Foi feita uma suspensdo com 5g de solo e 95 ml de solucéao salina
0,85%, que foi agitada por 20 minutos a 200rpm. Apds este periodo as
amostras foram deixadas em repouso por 5 minutos, a temperatura ambiente,
para decantacdo das particulas mais grosseiras. O sobrenadante foi transferido
para tubos estéreis e centrifugado a 6000rpm por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 10 ml de solucé&o
salina 0,85%. As amostras foram deixadas em repouso por 2 horas, a
temperatura ambiente, e apds foram inoculadas aliquotas de 120ul de amostra
em cada poco da placa BIOLOG-Eco. As microplacas foram entédo incubadas
no escuro a 28°C por 72h. O crescimento microbiano, e consequentemente a
utilizacdo da fonte de carbono, foi avaliado por espectrofotometria a 590nm,
utilizando-se um leitor de microplacas. Para avaliagdo da diversidade foi
utilizado o indice de Shannom-Weaver, com a aplicacdo da férmula proposta
por Derry et al. (1998).

3.1.5 Analise Estatistica

Os resultados de biomassa obtidos pelos trés métodos foram
comparados através de uma andlise de correlacdo. As médias de cada atributo
microbiolégico avaliado foram comparadas entre si através do teste de Tukey,
ao nivel de significancia de 10%, utilizado o programa STATISTIC 7.0.

Nos resultados obtidos em Londrina foi ainda realizada a Andlise de
Componentes Principais de maneira a considerar todos os atributos bioldgicos
em conjunto e diferenciar os tratamentos, também utilizado o programa
STATISTIC 7.0.

3.2 Proteoma do solo e da solugéo de solo contaminado com
cobre
Este estudo foi realizado na Universidade de Firenze (Italia).
Nesta etapa do trabalho foi desenvolvido um novo protocolo para extragéo e
purificagcdo do proteoma do solo e da solugdo de solos contaminados com
Cobre.

3.2.1 Proteoma do Solo
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3.2.1.1 Selecéo e descricdo da area de estudo

O solo escolhido para a realizacdo do estudo possui altos niveis
de Cobre e é oriundo de um experimento localizado em Geronde, Franca.
Optou-se por utilizar o solo deste local por se tratar de uma area ja amplamente
estudada e caracterizada quimicamente e fisicamente, portanto com uma
grande quantidade de dados para auxiliar na interpretacdo dos resultados de
protedmica obtidos.

A é&rea experimental foi estabelecida em 2006 e € constituida de
16 parcelas (1m x 3m) divididas entre quatro tratamentos:

1) CD: 0,2% calcario dolomitico contendo 30% CaO e 20%
MgO combinado com carbonatos;

2) CO: 5% composto derivado da compostagem (9-12 meses)
de madeira com esterco de galinha;

3) CDCO: CD combinado com CO;

4) ST: solo sem tratamento.

Todos os tratamentos apresentam quatro repetigées distribuidas ao
acaso na area e as amostras de solo foram coletadas na profundidade de 0-25
cm. Para este estudo de protedmica foram utilizados somente os tratamentos
CDCO e ST, pois sao os dois tratamentos mais contrastantes em relagéo aos
niveis de Cobre disponivel. O solo sem tratamento (ST) apresenta altos teores
de Cobre (1100mg Cu Kg™ de solo), enquanto que o solo tratado (CDCO) tem
niveis de Cobre quatro vezes menor em relacéo ao nao tratado (260mg Cu Kg™
de solo).

3.2.1.2 Curvas de crescimento do microrganismo indicador

Optou-se por adicionar ao solo um microrganismo indicador antes da
extracdo do proteoma. Como ja foi apresentado anteriormente na Revisdo
Bibliogréfica a adicdo deste microrganismo no solo e a posterior extracdo do
proteoma total (solo+microrganismo) podem dar um indicativo do poder de
extracdo do método empregado. Além disso, as alterac6es no proteoma desse
organismo quando em contato com o solo contaminado podem auxiliar a definir

e monitorar estratégias de recuperacdo deste ambiente. Antes da utilizacdo do
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microrganismo indicador foram realizados alguns testes para entender a

dindmica deste organismo em contato com o solo e também com o Cobre.

Para a realizagéo deste estudo foi selecionado como microrganismo
indicador a bactéria Cupriavidus metallidurans CH34. Este organismo foi
escolhido porque ja teve seu proteoma estudado (Noél-Georis et al., 2004) e é
altamente resistente a diferentes metais pesados. Além disso, em presenca de
Cobre expressa proteinas relativas a mecanismos de resisténcia a este metal
(Noél-Georis et al., 2004), apresentando assim potencial para ser utilizado no

monitoramento de areas contaminadas com este elemento.

Para entender a dindmica do microrganismo indicador (C.
metallidurans CH34) em contato com Cobre foi realizado um estudo para
avaliar o seu desenvolvimento na presenca deste elemento. Para isso foram
realizadas curvas de crescimento utilizando o meio liquido mineral 284
contendo gluconato de sédio 0,2%. As concentracdes de Cobre escolhidas
foram baseadas na concentracdo deste metal no solo a ser estudado.

Para a preparacao do meio foram utilizados os seguintes reagentes
em g I™": 4,18 C;H15NO4S; 4,68 NaCl; 1,49 KCI; 1,07 NH4CI; 0,43 Na,SOy; 0,20
MgCl,.6H,0; 0,30 CaCl,2H,0. Todos os reagentes foram dissolvidos em agua
destilada estéril e foram ainda adicionados: 294 mg CszH;Na,OgP, 10ml
CsHsgO7-Fe-NH3 (estéril), 1 ml de SI7 Spoorelementen (HCI 10 mM, ZnSO4 0,5
mM, MgCl, 0,5 mM, H3;BO3; 1mM, CoCl, 0,8mM, CuCl, 0,1 mM, NiCl, 0,1mM,
Na;MoO, 0,15mM) e 2g NaCgH1:0’ (0.2%) como fonte de carbono. O pH foi
ajustado em 7,0 com adicdo de NaOH, o volume ajustado até 1l (Mergeay,
1985) e foi esterilizado em autoclave a 1atm por 20 minutos.

Foram testadas trés concentragbes de Cu: 1,0; 2,0 e 5,0 mM. A
cultura foi mantida no meio mineral 284 sem adicdo de Cobre sob agitacdo a
30°C até ODeggp=0,600, indicando que a fase exponencial tinha sido alcangada.
A densidade 6tica de 0,6 corresponde a 10° células bacterianas por ml. Foi
entdo retirada uma aliquota desta suspensdo que foi adicionada em meio
mineral 284 contendo Cobre (1,0; 2,0 e 5,0 mM) até ODgg=0,100. Esta
suspensao foi mantida sob agitacdo a 30°C e nas primeiras 7h foi retirada uma
aliguota a cada uma hora para leitura na absorbancia em espectrofotbmetro
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(Lambda 4, Perkin Elmer). Apés este periodo as leituras foram realizadas a

cada 30min. Esta operacdo foi realizada até a cultura atingir ODggo= 1,0.

3.2.1.3 Viabilidade do microrganismo indicador em contato com o solo

A viabilidade do microrganismo indicador em contato com o solo
fol mensurada através da contagem de unidades formadoras de colénia (UFC)
apos diferentes tempos de incubacéo.

Inicialmente uma colonia da cultura foi retirada de uma placa
contendo meio LB e inoculada em meio mineral liquido suplementado com
0,2% de gluconato e mantida sob agitacdo a 30°C até ODggp=0,600. O meio
contendo a bactéria foi entdo centrifugado a 5000rpm (15min, 4°C), o
sobrenadante descartado e o pellet obtido foi ressuspendido em 1ml de meio
liquido mineral 284. Microcosmos foram preparados adicionando-se em uma
placa estéril 4g de solo seco e 1ml da suspensdo de células bacterianas.
Foram retiradas amostras logo apds a prepara¢do dos microcosmos, e apoés 2,
4 e 10 dias de incubacao a 28°C. Para a contagem das unidades formadoras
de colonia foi utilizada a metodologia descrita por Lorch et al. (1995). As
suspensdes de células obtidas apds as diluicdes seriais (10™ até 10®) foram
inoculadas em placas contendo meio sélido LB (Luria-Bertani) e estas foram
incubadas a 28°C por 72 horas. Paralelamente, para cada tempo avaliado, foi
realizada a contagem das unidades formadoras de col6nia nas amostras de
solo sem a adicdo do microrganismo indicador. Estes solos também foram

mantidos incubados em placas estéreis a 28°C.
3.2.1.4 Preparacao das amostras para extracao do proteoma

A bactéria C. metalludurans CH34 foi inoculada em meio liquido
284 contendo 0,2% de gluconato como fonte de carbono e mantida a 30°C sob
agitacdo até ODge0=0,600. O meio contendo a bactéria foi entdo centrifugado
a 5000rpm (15min, 4°C), o sobrenadante descartado e o pellet obtido foi
ressuspendido em 1ml de meio liquido 284 e imediatamente adicionado em 4g
de solo e incubado a 28°C por 48h. A bactéria foi também inoculada em meio
liquido mineral 284 com e sem adi¢cdo de Cobre e mantida sob agitacdo a 30°C
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até ODg0=0,600. A concentracdo de Cobre utilizada foi de 0,8mM, que é

equivalente ao teor desse elemento no solo sem tratamento.

A andlise de protedmica foi realizada na bactéria C.metalludurans
CH34 exposta e ndo exposta ao Cobre e nos solos (com e sem tratamento)

inoculados e néao inoculados com este microrganismo.
3.2.1.5 Extracao, purificacéo e quantificagédo das proteinas do solo

As proteinas foram extraidas utilizando 4ml de tampédo de lise
contendo tampéo fosfato salino (PBS) 20mM, dodecil sulfato de sédio (SDS)
1%, DNAse (Img ml™*) e RNAse (Img ml™) e 100ul de coquetel inibidor de
protease. As amostras foram entdo sonicadas a 400W (UP 400s, BioClass) por
2 minutos a 4°C e entdo centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos. Para a
purificacdo o sobrenadante obtido ap6s a centrifugacdo foi filtrado em uma
coluna com polivinilpirrolidona (PVP) acidificada com H,SO, 0,005mol I*
(Figura 1) e em filtro estéril 0,45um. Apdés a filtragem foi obtido
aproximadamente 4ml de amostra e uma nova etapa de purificagdo foi
realizada com a adicdo de 0,4ml desoxicolato 10% e 0,4ml de acido
tricloroacético 10%. A solucao resultante foi entdo centrifugada por 10 minutos
a 14000rpm e o pellet obtido foi ressuspendido em PBS1x e SDS 1%. O pH foi
entdo neutralizado e foi realizada a precipitacdo das proteinas com a adi¢do de
16ml de acetona e incubacdo a -20°C (overnigth). Apds este periodo as
amostras foram centrifugadas a 5000rpm por 20 minutos a 4°C e o pellet obtido
foi ressuspendido em 150ul de PBS/SDS 1%. Para a Ultima etapa da
purificacdo foram adicionados 150ul de cloroférmio, 600ul de metanol e 450 pl
de agua ultrapura estéril e as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante que estava acima de um disco branco (proteinas) foi
descartado e foi adicionado 450ul de metanol. Foi realizada uma nova
centrifugagéo a 12.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado. As
proteinas obtidas (pellet) foram entdo ressuspendidas em tampé&o uréia CHAPS
(uréia 8M, CHAPS 4% e DDT 20mM) e mantidas a -4°C até a realizacdo da
eletroforese de gel bidimensional (2-DE).
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Figura 01- Coluna de polivinilpirrolidona (PVP).

Antes da 2-DE as proteinas obtidas foram quantificadas pelo método
de Bradford (1976) utilizando como referéncia albumina bovina.

3.2.1.6 Analise das proteinas

Para separagdo das proteinas foi utilizada a eletroforese de gel
bidimensional (2-DE). Nesta técnica as proteinas sdo separadas em funcao da
sua carga e massa molecular. A separacdo em fungéo da carga é feita através
da isoeletrofocalizacdo (IEF), geralmente chamada de 1° dimensé&o, enquanto
que a separacdo em funcdo da massa molecular é realizada através de

eletroforese com géis de poliacrilamida, e é chamada de 2° dimensao.

A primeira dimenséo (IEF) foi realizada em tiras com gradiente
imobilizado de pH (IPG) (tiras com pH 4,0-7,0 e 18cm comprimento) e foi
utilizado o sistema Ettan™ IPGphor™ (GE Healthcare) (Figura 02). Para esta
etapa foram adicionadas 350ug de proteinas diluidas em 350ul de solugdo em
cada tira. Os géis foram reidratados em uma solugdo de CHAPS 4%, uréia 8M,
anfolitos 0,2% (IPG buffer pH4-7), ditiotreitol 20mM e azul de bromofenol. As
tiras foram entdo focalizadas a 20°C de acordo com as seguintes condi¢cbes

elétricas:

1) etapa 1: 200V por 1 hora, esta baixa voltagem é aplicada para
remover ions salinos e cargas contaminantes;

2) etapa 2: de 300V a 3500V em 30 minutos;

3) etapa 3: 3500V por 3 horas, de 3500V a 8000V em 30 minutos;

4) etapa 4: a voltagem foi de 8000V até 80000V para permitir a
completa focalizacdo das tiras.
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Figura 02- Sistema Ettan™ IPGphor™ (GE Healthcare) para separacdo de
proteinas em funcéo do seu ponto isoelétrico

Apods a IEF as tiras IPG foram equilibradas por 10 minutos, sob
agitacdo, em 5ml de tampao de equilibrio (uréia 6M, glicerol 30%, SDS 2%,
Tris-HCI 0,05M pH 6,8) com 2% de DTT. Apés este periodo foi removida a
primeira solugdo e adicionada uma segunda contendo 5ml de tampé&o de
equilibrio com 2,5% de iodoacetamida, e as tiras foram mantidas sob agitagéo

por mais 5 minutos.

Para a realizacdo da segunda etapa (2°dimensé&o) foi utilizado o
sistema Protean Multi Cell XL (Bio-Rad) (Figura 03) e géis de gradiente linear
de poliacrilamida 9-16% (18 x 20cm x 1,5mm de espessura). As tiras obtidas
apos a isoeletrofocalizacdo foram posicionadas sobre géis de acrilamida e
sobre a tira foi adicionada uma camada de 5mm de gel de agarose 0,5% em
tampédo Tris-HCI contendo 0,002% de bromofenol. Durante a eletroforese foi
mantida a temperatura de 10°C e uma corrente de 40pA/gel. A corrida foi
realizada até o azul de bromofenol atingir a borda inferior do gel.

Apds a eletroforese as proteinas foram fixadas utilizando uma
solucéo de metanol 40% e acido acético 10%, com uma incubagdo de 1h sob
agitacdo. Os geéis foram entdo lavados com agua destilada por 10 minutos. O
tratamento de fixagao foi repetido duas vezes. Para a visualizagdo dos pontos
protéicos (“spots”) os geéis foram colorados com Comassie Brilliant Blue, e
mantidos “overnight” nessa solucdo sob agitacdo. ApOs este periodo foram
feitas varias lavagens com uma solucdo de &acido acético 1%, sempre sob
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agitacdo, até o fundo se tornar transparente. A faixa de deteccdo do comassie
coloidal é de 50-500ng de proteinas. Para cada amostra foram feitos trés géis.

Figura 03- Sistema Protean Multi Cell XL (Bio-Rad) para separagdao de
proteinas em funcéo da sua dimensao.

As imagens dos géis bidimensionais foram obtidas utilizando um
scanner (Epson expression 1680 PRO) e apds foram analisadas no software
Image Master 2D Platinum (GE Healthcare). Este programa detecta os pontos
protéicos em cada gel e depois faz a combinacdo entre os pontos presentes
nas 3 replicas. Desta maneira é possivel observar diferencas qualitativas e
guantitativas entre os tratamentos. Os pontos protéicos foram detectados
automaticamente pelo programa, mas em seguida algumas corre¢cdes foram
feitas manualmente. Os “spots” foram quantificados em unidades de volume
(area X intensidade) e a normalizacdo foi efetuada dividindo-se o volume de
cada “spot” pela soma total dos volumes de todos os “spots”, sendo o0s

resultados apresentados em porcentagem de volume.

Apds foram comparados os géis da cultura pura com os géis do solo
tratado e ndo tratado inoculados com a cultura. Os pontos protéicos que
apresentaram diferengas entre os tratamentos foram entdo selecionados e as
porcentagens de volume foram comparadas estatisticamente. Para isso foi
utilizado o programa Statistica 8.0 e para avaliar diferencas entre o0s
tratamentos foi realizada analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para

comparacdo de meédias (P < 0,05). Os spots que apresentaram diferenca

38



estatistica foram recortados dos géis e encaminhados para identificacdo por
espectrometria de massa (MS/MS) utilizando um Espectrometro ORBITRAP. A
identificacdo das proteinas foi realizada utilizando o banco de dados NBClInc.

3.2.1.7 Identificacdo das proteinas por espectrometria de massa

Para a retirada do Comassie dos fragmentos de gel foram realizadas
duas lavagens com NH4,HCO3; (Ambic) 0,2M e CH3CN (ACN) 0,1M 1:1, por 30
minutos em temperatura ambiente. Os fragmentos do gel foram entéo
desidratados pela adicdo de 100 pL acetonitrila (ACN) em temperatura
ambiente e incubados por 10 minutos em temperatura ambiente, até a remog¢ao
completa do ACN. As proteinas foram reidratadas em Ambic 0,1 M por 30 min
a 56°C. Os fragmentos de gel foram desidratados novamente com ACN e
reidratados em Ambic 0,1 M no RT por duas vezes. Por ultimo os fragmentos
de gel foram reidratados novamente com ACN, que foi eliminado e as amostras
foram secas em uma centrifuga a vacuo por 5 min. A digestdo triptica foi
realizada adicionando 10 pL por amostra de solucdo de tripsina 0,01 pg pL™
em Ambicl0mM /10% ACN, permitindo a absorgéo por 2 horas a 4°C. Apos a
amostra foi incubada overnight a 37°C. Quando a digestdo triptica foi
completada, os peptideos foram extraidos dos pedacos de gel, duas vezes,
com 100-150 pL de acido trifluoroacético 0,1% (TFA) / ACN 60% por 30 min a
37°C e finalmente reidratadas com 50-100 pL ACN. Depois que o ACN foi
completamente eliminado, 10 uL de TFA 0,1% foi adicionado. Para as analises
MALDI, 0,75 pL das amostras foram misturadas com 0,75 pL da solugdao matriz
(solugéo saturada de acido o-cyano-4-hidroxycinnamic em 50% (v/v) ACN e
0,5% (v/v) de &cido trifluoroacético). Depois da aplicacdo da matriz, as

amostras foram secas e as massas de peptideo foram determinadas.
3.2.2 Proteoma da Solugéo do Solo
3.2.2.1 Descrigdo da area experimental:

Vasos de 75l e 0,5m didmetro foram montados em fevereiro de 2007
com 3 camadas: 0,05m de cascalho seguidos de 0,22m de subsolo (25-50cm)
e 0,25m de solo da camada superficial (0-25cm). A concentragao total de

39



Cobre era de 1110mg Kg-1 na camada superficial. Os tratamentos utilizados no

solo para reduzir os teores de Cobre foram:

1) CD: 0,2% calcario dolomitico contendo 30% CaO e 20%
MgO combinado com carbonatos;

2) CO: 5% composto derivado da compostagem (9-12 meses)
de madeira com esterco de galinha;

3) CDCO: CD combinado com CO;

4) ST: solo sem tratamento;

5) STSP: solo sem tratamento e sem plantas.

Todos os tratamentos, exceto a testemunha sem plantas, foram
cultivados com a graminea Agrostis gigantea e com as espécies arboOreas
Populus trichocarpa x P. deltoides cv. Beaupré. De cada vaso foram coletados
dois litros de solugéo do solo que foram armazenados a 4°C por 30 dias antes
da realizacdo das analises. Na Tabela 02 estdo apresentadas algumas

caracteristicas fisico-quimicas das amostras.

Tabela 02- Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de solugdo do solo.
Cu* Carbono total

Amostras (mg 1) (mg 1) pH Condutividade INH%
ST** 1,2 12,33 5,13 75,8 28,9
STSP 1,5 10,42 5,50 60,0 18,9

CcO 0,9 12,81 5,56 111,9 22,5
CD 0,4 8,92 6,18 142.,8 11,4
CDCO 0,6 5,35 5,74 161,9 9,6

* média de trés repeticdes ** ST- sem tratamento; STSP- sem tratamento e sem plantas;
CO- composto organico; CD- calcario dolomitico; CDCO- composto organico e calcario
dolomitico.

3.2.2.2 Contagem de microrganismos cultivaveis na solucao do solo

Com obijetivo de estimar a quantidade de microrganismos cultivaveis
foi utilizada a técnica de diluicgdo em série e inoculacdo em meio solido das

amostras de solugéo do solo (Lorch et al., 1995). As suspensfes obtidas apos
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as diluicbes foram inoculadas em placas contendo meio minimo mineral 284
contendo 0,2% de gluconato como fonte de carbono e 0,2% de agar. As placas
foram incubadas a 28°C e apdés 96 horas foi realizada a contagem das
colbnias. Paralelamente foi utilizado o0 mesmo meio de cultura suplementado
com Cu 0,8mM para determinar o numero de microrganismos cultivveis
resistentes a este elemento. Foi entdo calculada a porcentagem de
microrganismos resistentes dividindo-se o numero de resistente pelo numero

total de unidades formadoras de colonia.
3.2.2.3 Extracao, purificacdo, separacao e andlise das proteinas

Para a extragdo, 100ml de cada amostra foram concentrados até o
volume de 0,5ml por ultra filtrac@o. A extracdo, purificacdo, separacao e analise
das proteinas foram realizadas conforme descrito nos itens 3.1.5 e 3.1.6.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecdo de Métodos para Avaliagcdo da Qualidade Biol6gica
do Solo

4.1.1 Comparacdo de meétodos para avaliacdo da biomassa

microbiana do solo

Neste estudo foram testadas trés metodologias amplamente
utilizadas para avaliagdo do carbono da biomassa microbiana no solo:
Fumigacé&o-Incubacéo (Fl), Fumigacao-Extracdo (FE) e Respiragdo Induzida
por Substrato (RIS).

Foi observada uma grande variacdo nos valores do carbono da
biomassa microbiana entre os trés métodos utilizados (Tabela 03). O local onde
foi observada a maior variacdo foi em Tio Hugo na area de mata na segunda
amostragem, variando de 173 a 825 mg C-CO, Kg™ solo seco para os métodos
de Respiracdo Induzida por Substrato e  Fumigacao-Incubacao
respectivamente. A area onde foi observada a menor variagéo foi em Eldorado
do Sul em solo sob eucalipto, com valores variando entre 412 e 492 mg C-CO,
Kg™* solo seco.

A variagédo nao foi observada somente com relagdo aos valores da
biomassa entre os métodos, mas também na relacdo entre os valores nas
areas de referencia e nas areas cultivadas (Tabela 03). Na amostragem
realizada no verdo, pelo método da fumigagéo-incubacdo houve uma reducao

de mais de 50% nos valores deste atributo na &rea cultivada em relacdo a area
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nativa no municipio de Tio Hugo. Ja pelo método da respiracdo induzida por

substrato os valores praticamente nao diferiram entre as areas.

Tabela 03: Carbono da Biomassa Microbiana determinado por trés diferentes
metodologias em amostras de solo de diferentes locais sob diferentes usos.

Carbono da Biomassa Microbiana

AREA (mg C-CO, Kg™* solo seco)

FI** FE RIS

1° amostragem
Al* mata 765 491 402
Al PD 361 290 381
A2 campo 1122 841 629
A2 eucalipto 492 412 454
A3 mata 1675 391 842
A3 cana 347 187 113

2° amostragem
Al* mata 569 825 173
Al PD 204 592 264
A2 campo 571 1283 568
A2 eucalipto 115 381 302
A3 mata 2079 951 1033
A3 PD 542 267 473
A3 PC 168 178 355
A3 cana 262 329 675

*A1- municipio de Tio Hugo; A2- municipio de Eldorado do Sul; A3 municipio de Londrina; PD-
plantio direto soja/trigo; PC - plantio convencional soja/trigo.

*E| - Fumigacdo-Incubacdo; FE — Fumigacdo-Extracdo; RIS — Respiracdo Induzida por
Substrato.

A Figura 04 representa um grafico relacionando os valores de
carbono da biomassa microbiana pelo método Fumigacao-Incubacdo com os
resultados do método da Fumigacgéo-Extragcédo (F-E). A correlagédo entre estes o
métodos foi menor (r=0,45) que a observada entre o método de Fumigacgéao-
Incubacgéo e Respiracao Induzida por Substrato (Tabela 04).
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Figura 04: Relagao entre valores do carbono da biomassa microbiana (mg C-
CO, Kg' solo seco) obtidos pelo método da Fumigacdo-Incubacdo e
Fumigagéo-Extracdo em solos de diferentes locais sob diferentes coberturas,
amostrados em julho/2009.

A Figura 05 apresenta a relacdo entre os valores de carbono da
biomassa microbiana determinado pelo método Fumigacdo-Incubacdo (F-I)
com os resultados do método da Respiracdo Induzida por Substrato (RIS). Os
dois métodos se correlacionaram positivamente na primeira amostragem
(r=0,80) e esta relacdo se manteve também na segunda amostragem (r=0,71).
E importante salientar que ambos os métodos utilizam a quantificacdo do C-
CO; liberado do solo para estimar o carbono da biomassa. Este tipo de
metodologia depende da atividade da microbiota presente no solo, pois sera
esta populagdo que ira utilizar e liberar o carbono da biomassa morta na forma
de CO,. Diferentemente do Método da Fumigacg&o-Extracdo, onde o fluxo de
carbono é determinado por extracdo quimica pela solu¢do de K;SO,.

Lin & Brookes (1996) trabalhando com solos com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas testaram trés meétodos para determinagdo da
biomassa microbiana: Fumigacéo-Extracdo (FE), Respiracdo Induzida por
Substrato (RIS) e Conteudo de ATP. Estes autores encontraram valores de
coeficiente de correlacdo (r) maiores que o do presente estudo, variando de
0,63 a 0,68. Cabe salientar que foram avaliados 13 diferentes solos, enquanto

gue no presente estudo foram apenas trés diferentes solos.
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Figura 05: Relagéao entre valores do carbono da biomassa microbiana (mg C-
CO, Kg' solo seco) obtidos pelo método da Fumigacdo-Incubacdo e
Respiragao Induzida por Substrato em solos de diferentes locais sob diferentes
coberturas amostrados em janeiro/2009.

Tabela 04: Coeficientes de correlacdo (r) entre métodos para determinacao do
carbono da biomassa microbiana em amostras de solo de diferentes locais sob
diferentes coberturas em duas épocas de amostragem.

F-I F-E RIS
Verao/2009
F-I1* 1,00
F-E 0,45 1,00
RIS 0,80 0,44 1,00
Inverno/2009
F-I 1,00
F-E 0,51 1,00
RIS 0,71 0,32 1,00

*F-I: Fumigagao-Incubacéo; F-E: Fumigagao-Extracdo; RIS: Respiracdo Induzida por Substrato

Apés a avaliagdo dos resultados obtidos nesse estudo optou-se por adotar
o método da Fumigacgdo-Incubacéo, diferentemente do sugerido por Andréa &
Hollweg (2004). Estes autores testaram dois métodos para a quantificagcdo do
carbono da biomassa microbiana, FE e RIS, com diferentes variacées nos
extratores utilizados e nos calculos adotados. Com base nos resultados obtidos

estes autores sugeriram a adogdo do método da Fumigacdo Extragdo na
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avaliacdo do carbono da biomassa, com a utilizagdo da férmula matematica de
Vance et al. (1987) para os célculos.

A decisdo de adotar o método da Fumigacgdo Incubacdo é porque é um
método simples e de baixo custo. Além disso, € possivel utilizar as amostras
nao fumigadas para a determinacdo da taxa de respiracdo microbiana. Cabe
salientar também que com este método foi possivel diferenciar todas as areas
avaliadas. Diferentemente do que ocorreu para 0s outros dois métodos
testados, que apresentaram uma alta variabilidade nos valores entre as

repeticdes, ndo possibilitando assim diferenciar algumas areas.

4.1.2 Atributos bioldgicos de solos sob diferentes usos

Em Eldorado do Sul, na primeira amostragem, dos seis parametros
avaliados também quatro foram estatisticamente inferiores na &rea cultivada
em relagdo a area nativa (Tabela 05). Foram eles: biomassa microbiana,
respiracdo basal, hidrélise do diacetato de fluoresceina e indice de Shannon.
Ja na segunda amostragem cinco parametros foram estatisticamente inferiores
na area sob eucalipto (Tabela 06), sendo que apenas ndo foram observadas

diferencas entre as areas nos valores de N mineralizado.

Tabela 05: Atributos biolégicos de Argissolo Vermelho distréfico tipico sob
campo nativo e eucalipto, ha camada de 0-10cm, no municipio de Eldorado do
Sul (RS), em amostras coletadas em janeiro de 2009.

Tipo de cobertura
Avaliacao Campo Eucalipto

Biomassa Microbiana F-I
(mg C-CO, Kg* solo seco)
Respiracao

1122,3 a* 492,3 b

(mg C-CO; Kg* solo seco) 2340a 122,2 b
(mg EHTIEZT?I;?:Z%O) 114a 10,31 a
(Mg g ;dg;slz Echo h?) 160.7 a 137,0b
(g [;(:’SFldgrggsiTj Sseeco) 380a 184 a
Indice de Shannon 1628 6110

*Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.
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A maior biomassa e atividade microbiana na area de campo nativo
em relacdo a reflorestada podem ser explicadas pelo tipo de cobertura desse
solo. No campo h& um predominio de gramineas, e estas espécies apresentam
o sistema radicular concentrado na camada mais superficial do solo em relacdo
ao eucalipto, e consequentemente uma maior rizosfera nessa profundidade.
Sabe-se que esta regidao favorece o desenvolvimento dos microrganismos
devido a liberacdo de exudados pelas raizes das plantas (Moreira & Siqueira,
2006). Nas éareas cultivadas com eucalipto também ha um aporte constante de
residuos vegetais para o0 solo, mas estes residuos tendem a ser mais

lignificados e de mais dificil decomposi¢do (Gama-Rodrigues & Barros, 2002).

Tabela 06: Atributos bioldgicos de Argissolo Vermelho distréfico tipico sob
campo nativo e eucalipto, ha camada de 0-10cm, no municipio de Eldorado do
Sul (RS), em amostras coletadas em julho de 2009.

Tipo de cobertura
Avaliacao Campo Eucalipto

Biomassa Microbiana F-I

(mg C-CO; Kg* solo seco) 570,8 a 1149b
(mg C-CRC()ZS Eg;ig:glo seco) 241 a 84,3 b
(mg RHTIEZT? I;f)?: Zeco) 435a 179a
(Mg g l}diosllnsli Efci ht) 182a 90 b
(Mg ?(:’SFldgrigseoTs Sseeco) 45a 11,2 b
indice de Shannon Jana 503t

*Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.

Com relacdo a diversidade observou-se que a area cultivada com
eucalipto apresentou menor indice de Shannon em relagdo a area sob campo
nativo (Tabelas 05 e 06), indicando uma possivel perda de diversidade
metabolica no solo sob cultivo de eucalipto. Areas de campo nativo possuem
uma maior diversidade floristica quando comparada a éareas de eucalipto,
favorecendo uma maior diversidade de microrganismos. O maior valor do

indice observado na &rea sob campo nativo refor¢a a idéia que de os residuos
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adicionados ao solo neste ambiente sdo mais diversificados em relagdo aos
residuos da area de eucalipto. Lisboa et al. (2008) trabalhando com o0 mesmo
solo deste estudo, mas comparando diferentes coberturas em plantio direto,
ndo observou diferencas entre os indices de diversidade dos sistemas
avaliados com o campo nativo. Cabe salientar que as culturas estudadas por
estes autores sdo anuais, enquanto que o eucalipto € uma espécie perene,
portanto a dinamica nos solos é diferente.

Dos atributos biolodgicos avaliados na primeira amostragem no
municipio de Tio Hugo, quatro apresentaram valores estatisticamente menores
na area cultivada em relacdo a area de vegetagcdo nativa (Tabela 07). O solo
sob cultivo de soja/trigo apresentou menores valores de biomassa microbiana,
respiracao basal, desidrogenase e mineralizagédo do N em relagdo ao solo sob
mata nativa. Na segunda amostragem (Tabela 08) foram observadas
diferencas estatisticas também em quatro parametros, biomassa microbiana,
respiracdo basal, hidrélise do DAF e mineralizagdo do N, com reducao

significativa na area cultivada em relacdo a area de vegetacao nativa.

Tabela 07: Atributos biolégicos de Latossolo Vermelho distréfico sob mata
nativa e plantio direto soja/trigo, na camada de 0-10cm, no municipio de Tio
Hugo (RS), em amostras coletadas em janeiro de 20009.

Tipo de cobertura

Avaliacao Mata PD*
Biomassa Microbiana F-I
(mg C-CO; Kg* solo seco) 765,2 a** 361,4 b
Respiracao
(mg C-CO; Kg* solo seco) 234,0a 122,2 b
N mineralizado
(mg NH4 Kg™ solo seco) 28,4 a 11,8 b
Hidrélise DAF
(g F g™ solo seco h™) 240,17 a 237,7a
Desidrogenase
(ug TPF g solo seco) 57,1a 32,7b
Indice de Shannon 722a 706 a

*PD- plantio direto soja/trigo
**Médias seguidas da mesma letra na linha nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.
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Tabela 08: Atributos biol6gicos de Latossolo Vermelho distréfico sob mata nativa
e plantio direto soja/trigo, na camada de 0-10cm, no municipio de Tio Hugo (RS),
em amostras coletadas em julho de 20009.

Tipo de cobertura

Avaliagéo Viota e
(rigrgaéii “ﬁ'g(??‘fﬂiniei}l) 5694 a** 204,0 b
(mg C-CRC()ezS E;g::))lo seco) 3490 a 124 b

(mg RHTIEZT? I;f)?: Zeco) 65,7 a 30,6 b
(g " sola seco ) 1sa 1z
(Mg IiI(?’SFIOlgr'cigseorl];lsseeco) 29,3 a 11,7a

Indice de Shannon 6.93 2 5104

*PD- plantio direto soja/trigo
**Médias seguidas da mesma letra na linha nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.

Em Londrina na primeira amostragem todos os parametros avaliados
foram estatisticamente inferiores na area cultivada com cana-de-aglcar em
relacdo a &rea de vegetacdo nativa (Tabela 09). Na segunda amostragem
optou-se por incluir mais duas &reas com caracteristicas de manejo de solo
intermediarias entre as &reas de vegetacdo nativa e de cana-de-acUcar. Dos
seis parametros biolégicos avaliados cinco apresentaram diferenca estatistica
entre as areas cultivadas e sob vegetacdo nativa (Tabela 10). O solo sob cana
apresentou reducdes significativas em praticamente todos 0s parametros.

No municipio de Londrina quando a area de vegetacdo nativa foi
considerada junto com as areas cultivadas na andlise de variancia, nao foi
possivel distinguir os efeitos das diferentes culturas e manejos no solo através
do teste de comparacdo de médias (Tukey) ao nivel de significancia de 5%.
Isso ocorreu devido aos altos valores de todos os parametros na area de
referéncia. Por isso foi realizada uma comparagdo apenas entre as areas
cultivadas e desta forma foi possivel visualizar o efeito dos diferentes cultivos e

manejo nos parametros bioldgicos (Tabelall).
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Tabela 09: Atributos bioldgicos de Latossolo Vermelho distroférrico sob mata nativa
e cana de acucar, na camada de 0-10cm, no municipio de Londrina (PR), em
amostras de solo coletadas em janeiro de 2009.

Tipo de cobertura
Avaliacao Mata Cana

Biomassa Microbiana F-I

1675,3 a 347,3b
(mg C-CO, Kg* solo seco)
Respiracao
593,2 a 123,5b
(mg C-CO, Kg* solo seco)
N mi lizad
mlnerfuza 0 78 a 9,7b
(mg NH4 Kg™ solo seco)
Hidrolise DAF
I _IO Ise . 170,6 a 459b
(Mg F g™ solo seco h™)
Desidrogenase 118,1 a 26,5b

(ug TPF g solo seco)
indice de Shanonn 7,01 a 5,89 b

*Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.

Tabela 10: Atributos bioldgicos de Latossolo Vermelho distroférrico sob mata nativa,
cana de acucar, plantio direto soja/trigo e plantio convencional, na camada de O-

10cm, no municipio de Londrina (PR), em amostras de solo coletadas em julho de
2009.

Tipo de cobertura
Avaliacao Mata Cana PD PC

Biomassa Microbiana F-I

2079 a 262 bc 542 b 168 c
(mg C-CO; Kg* solo seco)
Respiracao
430,9 a 56,8 b 949hb 795b
(mg C-CO, Kg* solo seco)
N mi li
mineralizado 1484a 168b  292b 49D
(mg NH4 Kg™~ solo seco)
Hidrolise DAF
arofise . 79ab  58b 106 a 73 ab
(Mg F g~ solo seco h™)
Desidrogenase 90,2a  89b  234b 14,3 b

(ug TPF g solo seco)
indice de Shanonn 6,94 a 6,62 a 6,39 a 6,61 a

*PD- plantio direto soja/trigo; PC- plantio convencional soja/trigo
**Médias seguidas da mesma letra na linha néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.
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Tabela 11: Atributos biolégicos de Latossolo Vermelho distroférrico sob cana
de acucar, plantio direto soja/trigo e plantio convencional soja/trigo, na camada
de 0-10cm, no municipio de Londrina (PR), em amostras de solo coletadas em
julho de 2009.

Tipo de cobertura
Avaliacao PD PC Cana
Biomassa Microbiana F-I

542 a* 168 b 262 b
(mg C-CO; Kg* solo seco)
Respiracao
94,9 a 79,5 a 56,8 a
(mg C-CO, Kg* solo seco)
N mi lizad
mlnerfuza 0 202 a 49b 16,8 b
(mg NH4 Kg™ solo seco)
Hidrélise DAF
i -IO ise B 106 a 73 ab 58b
(Mg F g™~ solo seco h™)
Desidrogenase 234 a 14,3 ab 89b

(ug TPF g solo seco)

indice de Shanonn 6,39 a 6,61 a 6,62 a
*PD- plantio direto soja/trigo; PC- plantio convencional soja/trigo
**Médias seguidas da mesma letra na linha nédo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.

Além disso, para facilitar a visualizacado, foi realizada a Analise de
Componentes Principais, que considera duas ou mais variaveis em conjunto
para agrupar ou distinguir tratamentos. Para esta analise foram consideradas a
Biomassa Microbiana, Respiracdo Basal, Hidrolise DAF, Desidrogenase e
indice de Shannnon. Na figura 06 a andlise foi realizada considerando todas as
areas em Londrina (cultivadas e mata nativa), e na Figura 07 foram
comparadas apenas as areas sob cultivo.

Outros autores também observaram maiores valores de biomassa e
atividade microbiana em areas sob vegetacdo nativa quando comparadas com
areas cultivadas (Matsuoka et al, 2003; Costa et al., 2006; Mijangos et al.,
2006). Diversos fatores contribuem para uma maior biomassa e atividade
microbiana nas areas nativas, como a auséncia de preparo de solo, adi¢do
continua de residuos, melhor distribuicdo do sistema radicular e a maior
diversidade floristica (Bandick & Dick, 1999). Segundo Moreira & Siqueira
(2006) solos sob interferéncia antropica, como é o caso das areas cultivadas,
apresentam mudancas na sua composicdo e em atividades metabdlicas

especificas, uma vez que a populagdo microbiana é submetida a um estresse.
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O solo sob plantio direto foi 0 que apresentou os maiores valores
para praticamente todos os parametros (Tabelall). Somente nao foram
observadas diferencas na Respiracéo Basal e no indice de Shannon. Ja o solo
sob plantio convencional apresentou valores mais préximos ao da area sob
cana-de acucar (Figura 07). Tanto o plantio convencional quanto o cultivo de
cana-de acucar envolvem técnicas de preparo de solo que possuem efeito
negativo sobre a microbiota deste ambiente, como o revolvimento do solo e o

uso de queimadas no caso da cana.

Factor 2 13 ,30%
]
L]

(4]
o b
-

T 2 3 4
Factor 1. 83 82%
Figura 06: Grafico de ordenacdo apos a Analise de Componentes principais
dos atributos bioldgicos de Latossolo Vermelho distroférrico sob mata nativa,

cana-de-acucar, plantio direto soja/trigo (PD) e plantio convencional soja/trigo
(PC).
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Figura 07: Gréfico de ordenacdo apds a Analise de Componentes principais dos atributos
bioldgicos de Latossolo Vermelho distroférrico sob cana-de-aglcar, plantio direto soja/trigo
(PD) e plantio convencional soja/trigo (PC).

De todos os parametros avaliados o Carbono da Biomassa
Microbiana foi o que mais respondeu aos diferentes usos do solo. Este atributo
ja foi utilizado por diversos autores em estudos de qualidade do solo (Mendes
et al., 2003; Casalinho, 2003; Schmitz, 2003; Matsuoka, 2005; Costa et al.,
2006). Essa escolha se deve a algumas caracteristicas da biomassa, como a
rapida reciclagem em relacdo a MO do solo (Paul, 1984), por conseguir integrar
propriedades quimicas e fisicas e por responder aos diferentes usos e as
alteracdes de manejo. E importante ressaltar que este parametro é diretamente
dependente da temperatura e da disponibilidade de residuos organicos,
podendo variar em funcdo do clima e da cobertura vegetal do solo em um

determinado momento.

A Respiracdo Basal apresentou um bom desempenho na
diferenciacdo das areas nativas das cultivadas, mas néo apresentou diferencas
significativas entre os solos cultivados. Cabe salientar que a respiracéo
microbiana também ser considerada com cautela, jA que minimos disturbios
costumam influenciar na atividade respiratdria do solo, n&o indicando
necessariamente que este comportamento da microbiota ira perdurar. Mas

ainda sim por ser um método simples e econémico é utilizada por diversos
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pesquisadores em estudos de qualidade do solo (Mijangos et al., 2006; Costa
et al., 2006).

Apesar da tendéncia de maiores valores nas areas de vegetagao
nativa em Eldorado do Sul o N mineralizado nao foi capaz de diferir as areas de
referéncia das areas cultivadas. Apesar disso a mensuragdo do potencial de
mineralizacdo do N também € extremamente relevante e deve ser considerada
em conjunto com as outras medidas de atividade. Isso devido a relacdo deste
processo com a capacidade do solo de fornecer N para o crescimento das

plantas (Canali e Benedetti, 2006).

Com base nos resultados deste estudo, a hidrolise do diacetato de
fluoresceina (DAF) foi sensivel em detectar diferencas em todas as areas
avaliadas em ao menos uma época do ano. Diversos pesquisadores tém
utilizado a avaliagdo deste parametro como uma medida da atividade
microbiana do solo, sendo capaz de detectar alteracdes no manejo do solo
(Bandick & Dick, 1999; Haynes & Tregurtha, 1999). Stark et al. (2008)
observaram diferencas significativas na hidrélise do DAF quando compararam
dois manejos de solo, organico e convencional. Estes autores ainda
observaram que a hidrélise do DAF se correlacionava positivamente com a

atividade da desidrogenase.

A atividade da desidrogenase reflete a atividade oxidativa total da
microflora do solo e pode ser um bom indicador da atividade microbiana
(Nannipieri et al.,, 1990). No caso do presente estudo este parametro nem
sempre foi capaz de diferir estatisticamente as areas cultivadas das areas de
referéncia, apesar da tendéncia de maiores valores nas &areas de vegetagcao
nativa. Um dos motivos para esse comportamento € a alta variabilidade
observada entre as repeticdes, mesmo com a utilizacdo de quatros réplicas de
campo mais trés réplicas analiticas. Resultados obtidos por Masto et al. (2006)
indicam que a atividade da desidrogenase pode nao ser um indice confiavel da
atividade microbiana para solos quando as taxas de adubac&o nitrogenada
estado acima das doses recomendadas, porque o0s nitratos diminuem a atividade
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desta enzima. Por isso também a interpretacdo dos resultados desse

parametro deve ser realizada com cautela.

Com relacgéo a diversidade metabdlica, representada pelo indice de
Shannon, para a maioria dos locais estudados nao foram observadas
diferencas significativas. Estes resultados indicam que, para estas condic¢des,
este parametro ndo foi util para distinguir diferencas na qualidade biolégica do
solo. Ao contrario de Bending et al. (2000) que consideram o perfil de utilizacao
de substratos pelos microrganismos um parametro mais sensivel do que a
medicdo da biomassa para avaliar alteragbes em funcdo do manejo e uso do
solo. E necessério levar em conta as limitagbes deste método, que é
dependente do crescimento de células bacterianas, e que ainda apenas
bactérias heterotréficas aerdbicas e anaerdbicas facultativas de rapido
crescimento e que ndo sdo inibidas pela presenca do sal tetrazolio poderdo
utilizar os substratos do sistema (O’Connell et al., 2000). Segundo Konopka et
al. (1998) outro fator importante a ser considerado é que este tipo de
metodologia ndo é sensivel para detectar mudangas na estrutura da populacgéo.
Isso ocorre em consequéncia da redundancia metabdlica em comunidades, ou
seja, muitas espécies tém o potencial genético para a utlizacdo de um
determinado substrato. Por outro lado um solo apds anos sendo cultivado ainda
apresenta o mesmo indice de riguezas de substratos proximo de uma area

nativa pode indicar uma boa resiliéncia deste ambiente.

4.1.3 Representacao integrativa dos atributos biolégicos do solo

As variacdes observadas nos parametros bioldgicos avaliados neste
estudo, assim como as limitacbes dos métodos empregados, s6 confirmam a
necessidade de estes serem considerados em conjunto para uma avaliagao
mais realista e satisfatéria da qualidade biolégica do solo. Por isso os dados
foram integrados graficamente (Figuras 8, 9 e 10) e através de um indice
numeérico (Tabela 12).

Os gréficos radiais que representam as integracdes dos atributos
biol6gicos dos solos dos municipios de Tio Hugo, Eldorado do Sul e Londrina
em duas épocas de amostragem estdo apresentados nas figuras 8, 9 e 10
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respectivamente. Neste tipo de gréfico, os resultados da biomassa microbiana,
respiragdo basal, N mineralizado, hidrolise do diacetato de fluoreseceina,
desidrogenase e indice de Shannon estdo dispostos em eixos especificos com
origem comum. Os valores para cada area cultivada sdo apresentados com
uma porcentagem dos resultados verificados na &rea de referéncia (mata ou
campo nativo), que representa 100%. Estes resultados sao ligados entre si,
formando um poligono especifico para cada area, seguindo a metodologia de
Schmitz (2003).

Na Figura 8 é possivel observar que no munipio de Tio Hugo, para
as duas épocas de amostragem, as formas do poligono da area cultivada com
soja foram bem semelhantes. Mas no verao observou-se que os valores dos
atributos tendem a ficar mais proximos da area de referéncia. Os valores de
biomassa microbiana e respiracdo basal foram quase 50% menores na area
cultivada em relacdo a nativa na primeira amostragem, e na segunda avaliacdo
essa reducado foi de 36%. A atividade da desidrogenase também apresentou
um menor valor relativo na segunda amostragem. Ja o potencial de
mineralizagcdo do nitrogénio ndo apresentou variagdo no valor relativo entre as
amostragens.

No municipio de Eldorado todos os pardmetros foram menores na
area com eucalipto em relacdo a area sob campo nativo nas duas amostragens
(Figura 09). Este comportamento, no entanto, ndo se deu de maneira uniforme.
Em julho/2009 houve uma grande reduc&o nos valores de atividade microbiana
na area com eucalipto em relagdo a area nativa, sendo que na amostragem
realizada no verdo os valores do N mineralizado e hidrélise do diacetato de
fluoresceina eram quase iguais aos da area de referéncia. Apenas o indice de

Shannon néo teve uma grande alteracdo entre as épocas.

No municipio de Londrina (Figura 10) foi observado que na primeira
amostragem os valores dos atributos biolégicos na area cultivada com cana-de-
acucar foram expressivamente menores que os da area de referéncia, sendo
gue a maioria dos atributos tiveram valores correspondendo a apenas 20% dos
encontrados na &rea sob mata nativa. Na segunda amostragem a area com
cana apresentou um comportamento semelhante para quase todos o0s

indicadores, exceto para a hidrdlise do diacetato de fluoresceina que chegou a
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73% do valor encontrado na area de referencia. Este atributo apresentou
comportamento semelhante em todas as areas cultivadas, sendo que na area
sob plantio direto foi maior que na area de referéncia.

Biomassa
Microbiana

indice de Shanonn Respiracao Basal

Desidrogenase AN mineralizado

Hidrolise DAF

Biomassa
Microhiana

indice de Shanonn, Respiracao Basal

Desidrogenased. mineralizado

Hidrolise DAF

—&— Mata —l—Soja

Figura 08: Representacdo integrativa (%) dos atributos biolégicos de Latossolo
Vermelho distrofico, sob lavoura de soja e mata nativa como referéncia, da
profundidade de 0-10 cm, em duas épocas de amostragem: verdo (acima) e
inverno (abaixo), no municipio de Tio Hugo.
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60
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Hidrélise DAF
—&—Campo ——Eucalipto
Figura 09: Representacdo interativa (%) dos atributos biol6gicos de Argissolo
Vermelho distréfico tipico, sob campo nativo e eucalipto como referéncia, da

profundidade de 0-10cm, em duas épocas de amostragem: verdo (acima) e
inverno (abaixo).
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Microhiana
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Figura 10: Representacao interativa (%) dos atributos biolégicos de Latossolo
Vermelho distroférrico sob mata nativa, cana de acucar, plantio direto e plantio
convencional, da profundidade de 0-10cm, em duas épocas de amostragem:
verao (acima) e inverno (abaixo).

Para a integracdo numeérica dos resultados foi adotado um indice
baseado no Indice Biolégico de Qualidade do Solo (IBQS) sugerido por Schmitz
(2003). Este indice considera os desempenhos relativos dos atributos avaliados
em relacdo a uma é&rea de referéncia de vegetacdo nativa e para compé-lo
foram utilizados os mesmos parametros representados nos gréficos radiais
(Figuras 8, 9 e 10).
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Quando todos os parametros foram representados por este indice
numeérico (Tabela 12) ficou mais simples comparar as areas e também as
épocas de amostragem. Os valores dos indices nas areas cultivadas variaram
de 31 a 67 nas amostras de solo coletadas em janeiro, e de 36 a 55 nas
coletadas em julho. Fica claro que durante o verao as caracteristicas bioldgicas
das éareas cultivadas ficam mais proximas das areas nativas nas amostras

coletados em Eldorado e Tio Hugo.

Tabela 12: Indice de Qualidade Bioldgica de solos sob diferentes usos, em
duas épocas do ano.

Local 12 amostragem 23 amostragem

Tio Hugo

Mata 100 100

Soja 66 55
Eldorado do Sul

Campo 100 100

Eucalipto 67 42
Londrina

Mata 100 100

Cana de acucar 31 36

Plantio Direto 53

Plantio Convencional 39

Schmitz (2003) avaliou o efeito de diferentes coberturas em um
Argissolo sob plantio direto através do IBQS. Para a constru¢do deste indice
ele considerou 0s seguintes parametros: biomassa microbiana, respiracéo
basal, e as atividades de cinco enzimas (B-glucosidade, fosfatase &cida,
urease, amidase e aril-sulfase). Os valores encontrados por este autor variaram
de 32 a 64. E interessante observar que mesmo compondo o indice com
alguns atributos diferentes do presente estudo, os valores observados nas
areas cultivadas foram semelhantes aos observados neste trabalho.

As diferencas entre os manejos e usos empregados nos trés solos
cultivados em Londrina também podem ser visualizadas, e a area de plantio
direto soja/trigo foi a que apresentou o maior valor do indice de qualidade,
seguidas do plantio convencional soja/trigo e com pior desempenho foi a area
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cultivada com cana-de-agucar. As préaticas de manejo que sdo empregadas no
sistema plantio direto, como a auséncia de revolvimento e manutencdo da
camada vegetal, favorecem a microbiota. Enquanto que nas areas com cultivo
de cana-de-acucar e plantio convencional soja/trigo o solo é revolvido com
arado de disco e com uma ou duas gradagens leves. Estas praticas tém efeito
negativo na microbiota do solo. Além disso, na area de cana-de-aclcar o
método empregado para colheita € o tradicional, com a queima das plantas.
Esta pratica apesar de ter um efeito positivo imediato na biomassa e atividade
microbiana pela liberacdo de nutrientes dos residuos orgéanicos, ndo é benéfica
ao longo do tempo, pois diminui os niveis de matéria organica do solo. Cabe
ainda salientar que as areas de plantio direto e convencional estdo sob esses
sistemas ha 31 anos, enquanto que area com cana-de-agucar € cultivada com

essa cultura ha 16 anos.

A utilizacdo do indice numérico junto com a representacdo grafica
integrativa facilita a visualizacdo e o entendimento da situacdo em que se
encontra o solo. Permite ainda visualizar quais parametros estdo sendo mais
afetados por determinado uso ou condi¢cdo do solo, e assim determinar que
praticas podem ser empregadas para corrigi-lo. As diferencas nos valores dos
atributos verificadas para os diferentes locais avaliados ndo quer dizer que
naqueles locais onde os valores sdo mais altos o solo apresenta maior
qualidade. E necessario considerar a potencialidade de cada solo, por isso a
importancia da avaliacdo concomitante da vegetacdo nativa. Mas a
comparacdo com éareas de referencia, ainda que necesséaria, deve ser
interpretada com cautela. A analise dos dados obtidos deixa evidente o grande
impacto do cultivo nas propriedades biolégicas originais dos solos. Mesmo a
utilizacdo de uma pratica que € considerada conservacionista (plantio direto)
reduziu consideravelmente os valores dos atributos bioldgicos. Mas deve-se
considerar que quando o equilibrio de um solo sob vegetagdo nativa é rompido

um novo equilibrio é restabelecido.
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4.2 Proteoma do solo e da solucédo do solo contaminado com cobre
4.2.1 Proteoma do Solo

4.2.1.1 Curvas de crescimento do C.metalludurans CH34

Em condi¢Bes de crescimento normal (sem metal) a bactéria atinge
a fase log em apenas 5 horas (Figura 11). Na presenca de Cobre 1 mM e 2 mM
a dindmica de crescimento foi semelhante, chegando a fase log nestas
concentracdes apos quase 20 horas. Ja em uma concentracdo maior de Cobre
(5 mM) o crescimento foi mais lento, chegando a fase exponencial somente
apos 70 horas.

—t—scm Cu m CulmM Cu2mmM ® CudmM
1,2
T 11 L]
£
o 08 7
€ 0,6 -
«0
2
5 04 ',; «©
202 4 r=
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (horas)

Figura 11: Curvas de crescimento de C. metallidurans CH34 em meio mineral com e sem
adicéo de cobre.
Mesmo 0s microrganismos que apresentam resisténcia a metais

guando em contato com estes elementos necessitam de uma fase latente
maior para ativar mecanismos que permitam sua adaptacao a estas condi¢des,
por isso 0 maior tempo para alcancar a fase exponencial do que em condi¢des
normais. Os mecanismos utilizados pelas bactérias resistentes ao Cobre
incluem a reducéo do transporte do ion metalico para dentro das células, a
complexacdo pelos componentes celulares e o aumento do efluxo dos ions

cupricos (Cervantes e Corona, 1994).

4.2.1.2 Viabilidade do C. metallidurans CH34 no solo
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Foi realizado um estudo para determinar a viabilidade do organismo
indicador apds a sua adicdo nos solos contaminados com Cobre, com e sem
tratamento de remediagcdo. Esse dado é importante para determinar o tempo
gque esta bactéria seria incubada com o solo antes da extracdo do proteoma,
permitindo que ela expressasse alteracdes no seu proteoma em resposta as
condicOes destes ambientes.

O numero de unidades formadoras de colénia dos solos inoculados
aumentou apés dois dias de incubagdo em todos os tratamentos (Tabela 13).
Apds este periodo o numero de células comecou a diminuir em alguns
tratamentos, e apos 10 dias todos os tratamentos apresentaram uma biomassa
semelhante entre eles.Tabela 13: Numero de unidades formadoras de colénia
por grama de solo com e sem tratamento de remediagcdo e com e sem adicéo

de C. metallidurans CH34 com diferentes tempos de incubagao.

Tempo de incubacéo

Tratamento
Zero 2 dias 4 dias 10 dias
ST SB* 1 40 x10* 20x10° 9,8x10° 1,6 x 10°
STSB?2 3,8x10* 22x10° 85x10° 56x10*
STSB3 8,3x10* 3,1x10° 86x10° 1,2x10°
STCB1 44x10®° 1,0x10° 1,4x10° 25x10*
STCB2 46x10° 1,1x10° 2,8x10° 4,0x10*
STCB3 30x10® 6,3x10° 2,1x10® 2,0x10*
CTSB1 1,2x10°> 1,0x10’ 1,3x10° 2,7x10°
CTSB2 1,4x10° 2,7x10° 56x10° 55x10°
CTSB3 1,0x10° 1,2x10’ 1,3x10® 35x10°
CTCB1 3,3x10° 3,8x10° 1,2 x 10’ 1,5 x 10*
CTCB2 41x10° 53x10°8 1,8 x 108 1,3 x10°
CTCB3 42x10° 78x10® 20x10" 2,7x10%

*CT- solo com tratamento; ST- solo sem tratamento; CB- inoculado com C. metalliduras; SB-

sem

inoculacdo de C. metalliduras.
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Foi ainda observado que o solo tratado apresentou uma carga
microbiana inicial maior que o solo sem tratamento (Tabela 13). Essa maior
biomassa no solo tratado provavelmente é devido a aplicacdo de calcéario e
compostos organicos. O efeito positivo destes materiais na microbiota pode
ocorrer de duas maneiras: diminuindo a disponibilidade do Cobre no solo e/ou
aumentando a disponibilidade de nutrientes nesse ambiente.

Com base nestes resultados foi decidido que o solo seria incubado
com a bactéria por 48hs antes da extracdo das proteinas. Este periodo de
incubacdo € importante para permitir que a bactéria entre em contato com o
Cobre e possa expressar proteinas relacionadas a mecanismos de defesa

contra este metal.

4.2.1.3 Extrag&o do proteoma do solo

A extracdo das proteinas do solo é uma etapa critica nos estudos de
protedmica e neste estudo foram testadas diferentes variacbes de protocolos
até a obtencao de resultados satisfatorios.

Primeiramente foi testado um protocolo originalmente desenvolvido
e utilizado em substrato estéril, composto de areia, argila e substancias
hamicas. No momento que esta metodologia foi utilizada em amostras de solos
reais foram encontrados alguns problemas. Possivelmente a presenca de
substancias humicas e argilominerais no solo interferiu na extracdo das
proteinas do solo, uma vez que as Ultimas podem ficar adsorvidas nestas
moléculas (Nannipieri, 2006). Os processos de purificacdo utilizados ao mesmo
tempo em que removem os argilominerais e substancias humicas das amostras
podem remover juntos as proteinas adsorvidas nestas particulas. Quando foi
realizada a separacdo das proteinas obtidas utilizando a técnica SDS-PAGE
ndo foi possivel observar a presenca de bandas, indicando que néo foi possivel
extrair essas moléculas das amostras de solo. Nesta etapa de testes de
protocolo optou-se por utilizar SDS-PAGE para a separagdo das proteinas,
uma vez que é uma técnica mais simples e rapida que a eletroforese de gel
bidimensional (2-DE).
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Apés vérias tentativas, com a utilizacdo de diferentes extratores,
foi possivel a obtencdo de uma quantidade de proteinas relativamente alta.
Entretanto o material obtido ainda apresentava uma grande quantidade de
impurezas, e novos procedimentos para limpeza das proteinas foram testados,
como a utilizacdo de fenol, 4cidos e PVP. Por fim foi possivel obter um
protocolo capaz de extrair uma boa quantidade de proteinas (Tabela 14) com

uma baixa quantidade se substancias interferentes.

O método utilizado neste estudo para o rompimento das células
microbianas e extracdo das proteinas das particulas de solo combinou o uso de
detergentes quimicos e métodos mecéanicos. Para romper as células e
solubilizar as proteinas primeiramente foi utilizada uma solucdo tampao fosfato
salino (PBS) e dodecil sulfato de sédio (SDS). O SDS é um forte detergente
qgue garante a lise das células e a solubilizagdo das proteinas extraidas, além
de ser compativel com a espectrometria de massa. Chourey et al. (2010)
testaram dois diferentes protocolos para extracdo e concluiram que o método
gue utilizava SDS nesta etapa era mais eficiente que o que usava guanidina
para a lise celular. A sonicacdo é um dos métodos mais comuns para quebrar
as particulas de agregados de solo e também promover a lise das células e
assim liberar as proteinas intracelulares (Ogunseitan, 2006). Esta etapa foi
incluida para garantir a liberacdo das enzimas extracelulares que poderiam

estar adsorvidas nas particulas de solo.

Outro ponto importante na extracdo do proteoma do solo é a
purificacdo das proteinas. Apds as etapas de extracdo a suspensao obtida foi
centrifugada e as proteinas ficaram solubilizadas no sobrenadante. O liquido
obtido nesta etapa apresentava uma cor escura indicando que junto com as
proteinas também foram extraidas substancias humicas do solo. Na primeira
tentativa de purificar este extrato foi utilizada uma coluna de polivinilpirrolidona
(PVP) acidificada foi para a remoc¢éo de fendis e das substancias humicas, que
ficam adsorvidos neste polimero (Masciandaro et al. 2008). O uso desta técnica
apresentou bons resultados, sendo que apds duas passagens pela coluna a

amostra ja apresentava uma coloracdo mais clara e limpida. Mas apods a
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precipitacdo das proteinas e posterior separagédo por SDS-PAGE foi constatado
ainda havia uma grande quantidade de substancias interferentes.

Finalmente foi adicionada mais uma etapa de purificagdo com a
utiizacdo de &cido tricloroacético (TCA). Este reagente € eficiente na
eliminacdo de fendis e polissacarideos (Gorg et al.,, 2004) e diversos
pesquisadores tém optado pela sua utilizagdo em etapas de purificacdo de
proteinas. A utilizacdo de acetona, cloroférmio e metanol para precipitacdo das
proteinas é uma técnica j& consagrada e amplamente utilizada em estudos de
protedmica, seja de culturas puras ou de amostras ambientais. As funcdes
destes solventes organicos € eliminar qualquer substancia que possa interferir
na posterior separacdo das proteinas, como lipideos, sais e o0 proprio SDS

utilizado na extracao.

As quantidades de proteinas totais extraidas dos solos tratados e
néo tratado foram semelhantes, em torno de 250pg g™ solo. Estes valores sdo
maiores do que os obtidos por Taylor & Willians (2010) que trabalharam com
solos com e sem adicao tolueno, utilizando Stenotrophomonas maltophilia
como microrganismo indicador. Estes autores extrairam do solo sem tolueno

177ug de protefnas g™ solo e do solo com tolueno 117ug de proteinas g™* solo.
4.2.1.4 Separacao das proteinas

O método escolhido para separacéo das proteinas foi a eletroforese
de gel bidimensional devido ao grande poder de separacdo deste método.
Imagens dos géis 2-DE com as proteinas extraidas de C.metalludurans CH34
em presenca e auséncia de Cobre e dos solos inoculados com a cultura estao
apresentadas nas Figuras 12 e 13. Foram realizadas comparagdes entre o
proteoma da bactéria pura e o da bactéria exposta ao Cobre. Foi também
comparado o proteoma dos solos tratado e ndo tratado com o proteoma da

cultura exposta ao metal.
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Figura 12: Géis bidimensionais de proteinas extraidas de C.metalludurans
CH34 (a) e C.metalludurans CH34 + Cu (b).
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Figura 13: Géis bidimensionais de proteinas extraidas de solo sem tratamento
+ C.metalludurans CH34 (a) e solo com tratamento + C.metalludurans CH34

(b).

O proteoma da bactéria C.metalludurans CH34 exposta ao Cobre
apresentou varias diferencas em relagdo ao proteoma da cultura pura (Figura
12). Essas diferencas foram tanto qualitativas (auséncia/presenca de pontos
protéicos) como quantitativas (intensidade dos pontos protéicos). Quanto maior
a intensidade do ponto protéico maior a concentracdo da proteina. Alguns dos
spots que foram observados somente na cultura exposta ao Cobre estdo
localizados na zona do gel onde Noél-Georis et al. (2004) identificaram

proteinas relacionadas a mecanismos de defesa a esse elemento.
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O cobre no solo é principalmente associado com a matéria organica
formando complexos estaveis ou soluveis. As diferencas observadas no padrao
das proteinas entre os solos tratado e nado tratado possivelmente refletem o
efeito da remediagcdo na complexacdo e solubilidade do Cobre, diminuindo
assim o seu efeito sobre o organismo indicador. Estas diferengas, assim como
0 que ocorreu no proteoma da cultura pura, foram tanto qualitativas quanto
qguantitativas. A maior quantidade de Cobre disponivel no solo ndo tratado
(1100mg Cu Kg™ de solo) em relacdo ao tratado (260mg Cu Kg™ de solo) pode
interferir nas comunidades deste ambiente inibindo algumas espécies
microbianas e favorecendo outras que possuem mecanismos de resisténcia ao
Cobre. A maior quantidade deste metal também pode induzir mudangas no
metabolismo microbiano alterando e até induzindo a expressdo de diversas
proteinas que ndo estejam relacionadas diretamente as estratégias de
resisténcia ao Cobre. Essas hipoteses poderdo ser confirmadas apos a
identificag@o das proteinas que diferiram entre os tratamentos.

Todos os pontos protéicos que apresentaram alguma diferenca entre
0s tratamentos, seja qualitativa ou quantitativa, foram avaliados
estatisticamente e aqueles que apresentaram diferenca significativa foram

enviados para identificacdo por espectrometria de massa.
4.2.2 Proteoma da Solucgéo do Solo

Este estudo foi realizado para testar o protocolo originalmente
desenvolvido para extracdo do proteoma do solo em amostras de solucao do
solo. Uma das vantagens deste tipo de abordagem € que neste ambiente os
teores de substancias humicas e argilominerais sédo consideravelmente
menores do que no solo, facilitando assim a extragcdo e purificagdo das
proteinas. Mas antes da extragcdo do proteoma foi realizada uma avaliacédo
simples da biomassa microbiana presente nas amostras de solugédo do solo

para quantifica-la e caracterizé-la quanto a resisténcia ao cobre.

Com relagdo a quantidade de microrganismos cultivveis
praticamente todos os tratamentos apresentaram uma contagem em torno de

10* células por ml de solucdo (Tabela 14), apenas na solucdo do solo sem
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tratamento e com plantas (ST) foi verificada uma menor quantidade de células
por ml de solugdo. Neste tratamento também foi verificada uma maior
propor¢cdo de microrganismos resistentes ao Cobre em relagdo aos outros
tratamentos. Este resultado indica que o Cobre além de diminuir a populacéo

microbiana total desse tratamento, exerceu uma pressao de selecao.

As amostras que apresentaram uma menor taxa de microrganismos
resistentes foram as das solu¢des dos solos com adicdo de residuos organicos
e corretivos de acidez (CO, CD e CDCO), indicando que estes tratamentos ao
diminuir a disponibilidade de cobre no solo e consequientemente na solugao do
solo diminuem a presséo de selecdo desse metal na microbiota do solo.

Tabela 14: Numero de unidades formadoras de colénia em 1ml de solucéo
coletada de solos contaminados com Cobre com e sem tratamento de
remediacao.

e 5
Tratamento Meio minimo Meio minimo + Cu i %
0,8mM* resistentes
ST** 2,3 X10° 8,2 X 10? 35
STSP 2.1 X 10* 41X10° 19
cO 1,2 X 10* 41X 10° 3,4
CD 2,5 X 10* 4,6 X 10° 1,8
CDCO 41X 10* 1,4 X 10° 3,4

*média de 3 repeti¢bes
*ST — sem tratamento; STSP — sem tratamento e sem plantas; CO — composto orgénico; CD —
calcério dolomitico; CDCO — composto orgéanico e calcario dolomitico.

O protocolo de extracdo originalmente desenvolvido para solos
apresentou uma boa eficiéncia também para as amostras de solucédo do solo,
com uma boa quantidade de proteinas extraidas (Tabela 15). A maior
guantidade de proteinas foi obtida no tratamento com adicdo de calcario, e a
menor quantidade foi extraida da solucdo do solo sem tratamento.
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Tabela 15: Concentragcdo de proteinas (ug) em 100 ml de solugéo coletada de
solos contaminados com Cobre com e sem tratamento de remediagé&o.

Tratamento Concentrac¢&o (ug.100ml™)*
ST** 595,5 c***
STSP 7290 b
CO 819,0b
CD 1047,0 a
CDCO 7490 b

*média de 3 repeti¢bes

*ST — sem tratamento; STSP — sem tratamento e sem plantas; CO — composto orgénico; CD —
calcéario dolomitico; CDCO —composto orgéanico e calcéario dolomitico.

*** médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste t de Tukey a 5%.

Outra diferenca observada entre os tratamentos se refere ao nimero
de pontos protéicos detectados (Tabela 16). Os tratamentos CD e CO
apresentaram o maior numero de spots, indicando uma maior diversidade de
proteinas em relagdo aos solos ndo tratados. Novamente o0 solo sem
tratamento e com plantas apresentou o0s piores resultados, com o menor

namero de pontos protéicos.

Tabela 16: Quantidade de pontos protéicos observados em géis
bidimensionais obtidos de amostras de solucdo de solos sob diferentes
condicdes.

Tratamento N° pontos protéicos*
ST** 286
STSP 331
CO 383
CD 402
CDCO 299

*média de 3 repeti¢bes
*ST — sem tratamento; STSP — sem tratamento e sem plantas; CO — composto orgénico; CD —
calcério dolomitico; CDCO — composto orgéanico e calcario dolomitico.
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Os géis obtidos apds a separacdo das proteinas das amostras de solugéo
do solo mostram diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 14).
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Figura 14: Geéis bidimensionais de proteinas extraidas da solugdo do solo sem
tratamento e sem plantas (a), sem tratamento e com plantas (b), com adicao de
calcario (c), com adicdo de composto orgéanico (d) e com adi¢cdo de composto
organico e calcario (e).
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Diferencas estatisticas foram observadas em 20 pontos protéicos
entre os cinco tratamentos (Tabela 17). A maioria das diferencas esta
relacionada com a intensidade dos spots, sendo que quanto mais intenso maior
a quantidade da proteina. Todos o0s pontos protéicos que apresentaram
diferenca estatistica foram enviados para identificagdo por espectrometria de

massa.

A reducédo das formas labeis de cobre no solo pode reduzir o efeito
negativo deste metal na microflora deste ambiente (Renella et al., 2003;
Chaperon & Sauvé, 2007). No caso do presente estudo os teores de cobre
soluvel sdo menores nos solos tratados (Tabela 02), favorecendo a microbiota
e aumentando a quantidade de proteinas expressas. Estes resultados estdo de
acordo com Singleton et al. (2003) que demonstraram que a presenca de
Cadmio em solos afetou tanto a concentragéo total como a distribuicdo no
tamanhos das proteinas destes solos. Nesse sentido Sandaa et al. (2001)
prop6s a utilizacdo da concentracdo de proteinas do solo como um indicador
sensivel da resposta da biomassa microbiana ao estresse da contaminacao por
metais pesados.

Apdés a espectrometria de massa foram identificadas poucas
proteinas, assim como 0s organismos que as sintetizam. Mas o padrdo das
proteinas foi significativamente diferente entre os varios tratamentos. No
entanto bancos de dados de proteinas incompletos ndo permitiram identificar a
funcdo e origem das proteinas, e por isso ndo foi possivel comprovar até o
momento o potencial da protedmica para avaliar o efeito dos tratamentos de
remediacdo. Esse tipo de problema na identificacdo € bastante comum em
amostras ambientais, especialmente no solo, uma vez que muitas das espécies
presentes nesses ambientes ainda ndo sdo conhecidas, e muitas proteinas

sintetizadas por estas espécies ainda nao foram identificadas e descritas.
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Tabela 17- Porcentagem de volume dos pontos protéicos que apresentaram
diferenca estatistica em amostras de solucdo de solo contaminado com Cobre
sob diferentes tratamentos de remediacéo.

\° Ponto TRATAMENTOS

Protéico STSP* ST co CD COCD
SS 19 0,410 a** 0b 0b 0,256 ab 0b
SS 22 0,337 a 0b 0,058ab 0,175 ab 0b
SS 82 0,351 a 0b 0,089ab 0,252ab 0,169 ab
SS 83 0,166 a 0b 0,131ab 0,130ab 0,017 b
SS 120 0,048b 0178ab  0,352a 0,147ab 0,297 ab
SS 123 0037b  0162ab 022lab 008lab 0318a
SS 127 0,144b  0453ab 0648a 0374ab  0,608a
SS 128 0,095b 0280ab  0372a 0,266ab 0,290 ab
SS 132 0,081 b 0b 0578a 0242 b 057la
SS 133 0,167b  065lab 1,086ab 0503ab 1,108 a
SS 136 0,178b  0,387ab 0734a 0412ab 0,758a
SS 205 0,205 ab 0b 0528a 0,183ab 0,028 ab
SS 206 0,076bc  0,207a  0,019chb 0,094 b Oc
SS 209 0,698 a 0b 0,365ab 0458ab 0,089 b
Ss 211 0,138 a 0b 0,030 b 0b 0b
SS 226 0,381 a 0b 0,213ab 0,215 ab 0b
SS 236 0,130 ab 0b 0,382 a 0b 0b
SS 247 0,046 b 0b 0,061b  0,28la 0b
SS 301 1,554 a 0b 0,370bc  1,146ab 0,270 ¢
SS 302 1,076 a 0b 0,163b  0599ab 0,214 b

* ST — sem tratamento; STSP — sem tratamento e sem plantas; CO — composto orgéanico; CD —
calcério dolomitico; CDCO —composto orgéanico e calcéario dolomitico.

** Médias seguidas da mesma letra na linha nado diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5%.
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Visando aperfeicoar o processo de identificacdo das proteinas foram
adotadas duas abordagens. Na primeira optou-se por sequenciar
geneticamente as amostras para identificar as espécies microbianas presentes
nas amostras e com isso utilizar banco de dados mais especificos para
identificagdo das proteinas. Mas novamente poucas proteinas foram
identificadas. Na segunda abordagem, ainda em andamento, estd sendo
utilizada a técnica de sequenciamento de novo. Esta técnica é utilizada na
elucidacédo da sequiéncia de peptideos de um aminoacido utilizando os dados
de MS/MS sem o auxilio de um banco de dados. Lacerda et al. (2007)
utilizaram esta técnica com sucesso trabalhando com o proteoma de uma
comunidade bacteriana exposta ao Cadmio. Estes autores conseguiram obter
ap0s a espectrometria 189 seqliencias e identificaram apenas 50 proteinas
guando utilizaram a comparacéo com banco de dados. Mas quando realizaram
0 sequenciamento de novo identificaram mais 158 proteinas, assim como as

suas funcgoes.

Com base nos resultados obtidos até o momento é possivel
visualizar o potencial de uso da prote6mica em amostras de solugao do solo
para avaliar os efeitos da remediagcdo em areas contaminadas com cobre. No
entanto para que este indicador seja efetivamente utilizado em estudos de
monitoramento € necessario um estudo de validacdo correlacionando a

concentracdo do metal com a quantidade e expressao de proteinas.
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5.CONCLUSOES

A biomassa, respiracdo basal e hidrélise do diacetato de fluoresceina
foram sensiveis para detectar alteragdes nos solos sob diferentes usos.
A atividade da desidrogenase e N mineralizado ndo apresentaram um
desempenho uniforme, sendo que em algumas areas nao apresentaram
diferencas significativas entre os solos avaliados.

A diversidade funcional avaliada com microplacas BIOLOG-Eco néo
diferiu significativamente entre as areas.

Quando estes parametros foram considerados em conjunto na forma de
um anico indice numérico foi possivel diferenciar os usos e manejos dos
solos.

O novo protocolo desenvolvido para extracdo do proteoma do solo
também é eficiente em amostras de solugéo do solo.

A analise da protedmica da solucdo do solo foi sensivel para avaliar 0s

efeitos da remediagédo em solos contaminados com cobre.
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APENDICES

Apéndice 01 — Umidade gravimétrica (%) de amostras em solo sob diferentes
usos coletadas nos municipios de Tio Hugo (RS), Eldorado do Sul (RS) e
Londrina (PR) em duas épocas de amostragem.

Local 12 amostragem 23 amostragem
(janeiro/2009) (julho/2009)

Tio Hugo

Mata 27% 35%

Plantio Direto 23% 28%
Eldorado do Sul

Campo 22% 36%

Eucalipto 16% 13%
Londrina

Mata 29% 43%

Cana de acucar 21% 30%

Plantio Direto 35%

Plantio Convencional 31%

Apéndice 02: Resultados relativos (%) dos atributos biol6gicos de Latossolo
Vermelho distrofico sob mata nativa e plantio direto soja/trigo, na camada de 0-
10cm, no municipio de Tio Hugo (RS), em amostras coletadas em janeiro de
2009 (1°amostragem) e julho de 2009 (2°amostragem).

Valores relativos (%)

Parametro 1° amostragem 2° amostragem
Mata PD Mata PD
Biomassa Microbiana 100 47 100 36
Respira¢ao Basal 100 52 100 36
N mineralizado 100 44 100 47
Hidrélise DAF 100 99 100 82
Desidrogenase 100 57 100 40
indice de Shanonn 100 98 100 88
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Apéndice 03: Resultados relativos (%) dos atributos biolégicos de Argissolo
sob campo nativo e eucalipto, na camada de 0-10cm, no municipio de Eldorado
do Sul (RS), em amostras coletadas em janeiro de 2009 (1°amostragem) e
julho de 2009 (2°amostragem).

Valores relativos (%)
Parametro 1° amostragem 2° amostragem

Campo Eucalipto Campo Eucalipto

Biomassa Microbiana 100 44 100 20
Respira¢ao Basal 100 52 100 35
N mineralizado 100 a0 100 41
Hidrolise DAF 100 85 100 49
Desidrogenase 100 48 100 25
indice de Shanonn 100 80 100 81

Apéndice 04: Resultados relativos (%) dos atributos biol6gicos de Latossolo
Vermelho distroférrico sob mata nativa e cana de acucar, na camada de O-
10cm, no municipio de Londrina (PR), em amostras de solo coletadas em
janeiro de 2009 (1°amostragem) e julho de 2009 (2°amostragem).

Londrina
Parametro 1° amostragem 2° amostragem

Avaliacao Mata Cana Mata Cana PD PC
Biomassa

Microbiana 100 21 100 13 26 8
Respira¢cao Basal 100 21 100 13 22 18
N mineralizado 100 12 100 11 20 3
Hidrolise DAF 100 27 100 73 134 92
Desidrogenase 100 22 100 10 26 16
indice de Shanonn 100 84 100 95 92 95
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