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SANTOS, KAREN CRISTINA FIALHO. MSc. Pela Universidade Federal Rural de
Pernambuco, maio de 2010. Atividade bioldgica e caracterizagdo de bactérias associadas a
Atriplex nummularia em solo salino sédico no agreste de Pernambuco. Orientadora: Dra.
Maria Betania Galvao dos Santos Freire.

RESUMO

A salinidade dos solos € um problema crescente e que vem se acentuando de forma
descontrolada em todo o mundo, tendo como causas: a liberacdo de sais do material de
origem, a irrigacdo em excesso ou com dgua de ma qualidade e a elevada evapotranspiragao,
que ndo € compensada por conta das baixas taxas pluviométricas, promovendo a degradacdo
de extensas dreas. Para a reabilitacdo, a utilizacdo de plantas fitoextratoras de sais do solo,
como a Atriplex nummularia, tem-se mostrado bastante vidvel. Para espécies que conseguem
se desenvolver em ambientes extremos, como € o caso da Atriplex, associacdes simbidticas
com microorganismos adaptados a este ambiente pode colaborar para seu estabelecimento e
efetividade na extracdo de sais. Desta forma, o objetivo do presente trabalho é avaliar a
atividade bioldgica e os organismos presentes em solo salino sédico na presenga ou auséncia
de Atriplex nummularia que possam contribuir para o desenvolvimento desta espécie haldfita.
Foram estudados microorganismos associados a ambientes com e sem plantas de A.
nummularia em experimento de campo implantado em Neossolo Flivico salino sédico no
Municipio de Pesqueira-PE. Duas amostragens foram realizadas, sendo uma no periodo seco e
outra no periodo chuvoso, quando o solo se encontra completamente saturado por dgua. Nas
amostras de solo foram realizadas anélises da atividade microbiana e bioprospeccao biolégica
através do isolamento das bactérias, que foram escolhidas de acordo com os diferentes
formatos e coloracdes das colonias, e também através de testes para fixagdo de nitrogénio e
producdo de AIA. Os resultados da atividade microbiana demonstram que a distancia da raiz
interfere nos dados gerais de carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, bem como da
respiracdo basal, sendo os maiores valores encontrados préximos as raizes da planta,
indicando que a presenca da Atriplex tende a promover um aumento na microbiota do solo e
também que uma maior interacdo com as raizes, em periodos de seca, promove um beneficio
aos microrganismos encontrados no local. A densidade populacional bacteriana estudada em
todos os pontos nos dois periodos coletados foi maior no rizoplano, reforcando a forte
associacdo destes microrganismos, em especial, bactérias com plantas de Atriplex. As
bactérias endofiticas isoladas dos tecidos da folha e raiz das plantas de A. nummularia,
mesmo em menor quantidade em relagdo a densidade populacional, foram capazes nas duas

coletadas realizadas de fixar nitrogénio e produzir AIA em percentuais satisfatorios,
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mostrando a importancia das bactérias endofiticas para o bom desenvolvimento das plantas da
espécie pelo fato de que estas podem estar contribuindo para a capacidade de producdo de
biomassa desta planta em solos afetados por sais, aumentando desta forma a maior capacidade

de fitoextracdo pela espécie.
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SANTOS, KAREN CRISTINA FIALHO. MSc. at Universidade Federal Rural de
Pernambuco, may of 2010. Biological activity and characterization of bacteria associated with
Atriplex nummularia in saline sodic soil in the Agreste of Pernambuco. Guideline: Dra. Maria
Betéania Galvao dos Santos Freire.

ABSTRACT

Soil salinity is a growing problem that has been developed in an uncontrolled manner
throughout the world, having as causes: the release of salts from the source material, or
excessive irrigation with water of poor quality and high evapotranspiration, which 1is
not account is offset by the low annual rainfall, promoting the degradation of large areas. To
the rehabilitation, the use of plants for phytoextraction of soil salts, such as Atriplex
nummularia, has proved quite feasible. For species that can grow in extreme environments,
such as the Atriplex, symbiotic associations with microorganisms adapted to this environment
may contribute to its establishment and effectiveness in extracting salt. Thus, the purpose of
this study is to evaluate the biological activity and the organisms in saline sodic soil in the
presence or absence of Atriplex nummularia that may contribute to the development of the
halophyte species. We studied microorganisms associated with environments with and
without plants of A. nummularia deployed in a field experiment in Fluvic Neossoils saline
sodic in the city of Pesqueira-PE. Two samples were taken, one in the dry season and another
in the rainy season when the soil is completely saturated by water. Soil samples were
analyzed for microbial activity and biological bioprospecting by isolating of the bacteria,
which were chosen according to the different shapes and colors of the colonies, and also by
testing for nitrogen fixation and production of IAA. The results of microbial activity showed
that the distance from the root interfere in the general data of carbon and nitrogen of microbial
biomass and basal respiration, and the highest values found near the roots of the plant,
indicating that the presence of Atriplex tends to promote a increase in soil microbes and also
that greater interaction with the roots in dry periods, promotes a benefit to the organisms
found on site. The bacterial population studied in all the points collected in both periods was
higher in the rhizoplane, reinforcing the strong association of these microorganisms,
particularly bacteria with plants of Atriplex. The endophytic bacteria isolated from leaf and
root tissues of plants of A. nummularia, even in smaller quantities in relation to population
density, were able in two sampling in fix nitrogen and produce IAA in a satisfactory
percentage, showing the importance of endophytic bacteria for the development of plants of
the species because they may be contributing for the capacity of this plant biomass production

in salt affected soils, thus increasing the potential of more species for phytoextraction.
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INTRODUCAO GERAL

A salinidade em solos

Solos salinos se caracterizam pelo acimulo de sais em horizontes ou camadas préoximas
a superficie, condutividade elétrica do extrato de pasta saturada superior a 4 dS m” em
alguma parte do solo e por conta de impedimentos que limitam a infiltracdo da 4gua da chuva
ou irrigacdo podem apresentar lengol fredtico superficial, dependendo da época do ano. Os
solos sdo classificados como salino-sddicos quando os valores de PST (percentual de sédio
trocavel) atinge valores superiores ou iguais a 15% e os niveis de salinidade permanecem
altos, com a condutividade elétrica do extrato de pasta saturada superior a 4 dS m™ (Oliveira
et al., 1992; Ribeiro et al, 2009).

Segundo Lovato (1991), a salinidade € um importante fator limitante para a distribuicdao
das plantas em ambientes naturais. Assim, os fatores quimicos do solo, tais como pH,
salinidade e disponibilidade de nutrientes podem determinar a distribui¢ao ecofisioldgica das
espécies (Marschner, 1995).

Pereira et al. (1985) estimam que, o Nordeste brasileiro, possua uma drea total de mais
de 9 milhOes de hectares ocupada por solos potencialmente salinos, enquanto que Gheyi
(2000), estima que 25% das dareas irrigadas do Nordeste foram salinizadas. Ribeiro et al.
(2003), com base no Mapa de Solos do Brasil, estimam que aproximadamente 2% do
territdrio total brasileiro seja ocupado por solos salinos, solédicos e sédicos.

A salinidade € uma propriedade encontrada, principalmente, em solos de areas de baixas
precipitacdes pluviais e de recep¢do de solutos advindos de &dreas mais elevadas
principalmente em regides semi-aridas, que contribuem para um aumento da concentragao de
sais soluveis na solucdo do solo e/ou, aumento da quantidade de sédio trocavel, interferindo
no crescimento e desenvolvimento normal das plantas (Oliveira et al., 1992; Ribeiro et al,
2009).

Portanto, esta quantidade excessiva de sais, em algumas regides proporciona, quase que
exclusivamente, o desenvolvimento apenas de plantas haldfitas, que sdo aquelas que
necessitam de sais no solo em concentracdes de médias a elevadas para conseguir completar o
seu ciclo de vida, tornando limitado o crescimento de ndo haldfitas nesses ambientes (Oliveira
et al., 1992).

De acordo com Miranda (2000), o emprego de métodos bioldgicos para recuperacio de
solos salinos, embora seja muito promissor, apresenta-se atualmente bastante limitado em

virtude da pequena disponibilidade de espécies de interesse comercial, pelo baixo nivel de
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tolerancia das plantas ao estresse salino e pela pouca disponibilidade de dados que possam
orientar seu cultivo. Dessa forma, a adaptacdo das plantas a esses ambientes de altas
concentracdes de sais configura-se como uma saida promissora para a reabilitacdo desses

solos (Leal et al., 2008; Ribeiro et al., 2009).

A cultura da Atriplex e sua utilizacao na recuperacao de solos afetados por sais

A familia Chenopodiacea, origindria da Austrdlia, apresenta diversas espécies e
subespécies de forrageiras, dentre elas estd incluida a espécie Atriplex nummularia (Franclet
& Le Houérou, 1971). Essa familia conta com mais de 400 espécies, dentre elas
aproximadamente 15% interessam a produ¢do animal, sendo a A. nummularia uma das mais
importantes na utilizacdo como forrageira (Aganga et al., 2003). Esta planta tem se adaptado
muito bem nas regides dridas e semi aridas da América do Sul, em particular na Argentina,
Chile e Brasil. A espécie foi introduzida no Nordeste Brasileiro, através da Inspetoria Federal
de Obras Contra as Secas, na década de 30 (Obras..., 1938).

Por ser origindria de regides aridas, a Atriplex nummularia, também conhecida como
erva-sal é importante, principalmente, por conseguir produzir € manter uma abundante
fitomassa, mesmo em ambientes de alta aridez e salinidade (Kelley et al., 1982).

A planta € arbustiva, perene e apresenta uma altura média de 1,5 m, podendo chegar até
3,0 m. O sistema radicular pode atingir profundidade de até 3,5 m e € composto por uma raiz
pivotante e raizes laterais, que facilitam sua nutricdo e estabilidade.

As plantas adaptam-se bem a solos secos e pobres em nutrientes, porém os melhores
crescimentos sdo observados em solos préoximos a fonte de dgua, desde os argilosos até
arenosos, salinos, altamente alcalinos e calcdreos, toleram solos poucos profundos, ndo
sobrevivendo em solos encharcados. As plantas do género Atriplex sdo consideradas como
“haldfitas auténticas”, ou seja, precisam de sais para completar seu ciclo de vida (Flower et
al., 1977; O’Leary, 1990; Porto et al, 2000). H4, ainda, registros de bons crescimentos da
cultura em solos com valores de condutividade elétrica de 20 dS m™ até cerca de 60 dS m™.

De acordo com a FAO (1996), as caracteristicas que lhe ddo importancia sdo: alta
resisténcia as condi¢des de aridez e salinidade; bom rendimento forrageiro, proteina bruta
entre 7 e 24,7%, variando em funcdo da estacdo do ano, tipo de tecido e idade da planta; facil
propagacio; alto poder calorifico e pouca susceptibilidade a pragas e doencas. Além de todos
esses fatores ainda pode-se contar com um alto teor de caroteno em suas forragens e a
propriedade de manter abundante fitomassa foliar ativa durante os periodos desfavordveis do

ano, sobretudo na época das secas (Olivares, 1983).



Uma das principais caracteristicas morfoldgicas da espécie € o fato das folhas possuirem
vesiculas esbranqui¢adas acumuladoras de sais, que é um dos mecanismos que permite a
espécie ser tolerante aos altos niveis de salinidade do solo (Kelley et al., 1982; Porto et al.,
2000, Santana & Silva, 2000; Zhu, 2001).

Devido a alta concentragdo de sal em suas folhas e ramos, essas plantas apresentam uma
elevada tensdo osmotica em suas células, principal mecanismo fisioldgico que faculta a planta
reter a umidade, o que resulta em resisténcia a seca. Nesse tipo de planta, o aumento da
salinidade resulta em maior suculéncia, conservando a dgua no interior do tecido vegetal e,
consequentemente, reduzindo a taxa de transpiracdo. De acordo com Sharma (1982), o turgor
e a percentagem de saturacdo das folhas da Atriplex aumentam de acordo com o aumento da
salinidade, enquanto as taxas de transpiracdo e fotossintese decrescem. O conjunto desses
atributos faz com que a erva-sal seja uma das mais importantes espécies empregadas na

recuperagdo de solos salinos em todo o mundo (Squire & Ayoub, 1994; Porto et al., 2000).

Microrganismos encontrados em ambientes salinos

Em solos com elevados teores de sais podem ser encontrados microrganismos
halotolerantes (Eubacteria), que se caracterizam por se desenvolver em meios contendo de 2 a
5% de sais e também os microrganismos haléfilos (Archea), caracterizados por requererem
um minimo de 9% e podendo tolerar at€ 23% de sais no meio (Oetterer, 2009).

Estes microrganismos halotolerantes, utilizam, em geral, estratégias de osmoadaptacio
flexiveis que lhes permitem responder rapidamente a flutuagdes de salinidade do meio
exterior. Neste caso, as estratégias de adaptacdo passam pela acumulacdo de solutos
compativeis, compostos organicos de baixa massa molecular, sejam importados do meio ou
sintetizados, e que, mesmo em concentragdes elevadas, sdo inofensivos para a funcionalidade
das proteinas e de outros componentes celulares. A acumulacdo de solutos, além de conferir
uma larga adaptabilidade, apresenta ainda a vantagem de proteger a célula contra
modificagdes moderadas no gradiente de temperatura. Talvez seja por este conjunto de fatores
que a acumulagdo de solutos organicos constitui o mecanismo utilizado pela grande maioria
dos microrganismos conhecidos (Santos et al., 2001).

Os microrganismos hal6filos, além de acumularem ions inorganicos em concentracoes
elevadas para contrabalancarem a pressao osmotica externa e manterem a integridade celular,
também podem possuir em suas membranas uma composi¢cdo por glicoproteinas. As
glicoproteinas muitas vezes contém grandes quantidades de aminodcidos carregados

negativamente. Por este fato, hd uma tendéncia a ocorrer um bombeamento de grandes
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quantidades de K" para o interior da célula, superando a concentracdo externa de Na®. Além
disso, as cargas negativas da parede interagem com os fons Na* do ambiente, estabilizando a
parede (Kyaw, 2009).

Estas estratégias possibilitam a sobrevivéncia de microrganismos em solos salinos e
sodicos, ambientes indspitos ao desenvolvimento de outras espécies, sendo necessario o
conhecimento das especificidades dos mesmos, verificando possiveis associacdes com plantas
existentes neste meio, que possam beneficiar sua sobrevivéncia em troca de beneficios
proprios. O uso deste conhecimento poderia ajudar no estabelecimento de associagdes mais
efetivas entre plantas e microrganismos adaptados a ambientes salinos que poderiam

incrementar o processo de recuperacdo nestes solos (Stamford et al., 2005).

Microrganismos associados a Atriplex nummularia em solos afetados por sais

A matéria vegetal, principalmente folhas e ramos finos, de plantas do género Atriplex
tem sido utilizada na alimentac@o animal pelo teor de proteina bruta, que varia de 7 a 24,7%,
representando alternativa vidvel para épocas de seca com baixa oferta de forragem para os
animais, especialmente caprinos e ovinos (FAO, 1996). Contudo, na maioria dos plantios de
Atriplex ndo sdo utilizadas fontes de adubos nitrogenados, mesmo sendo o N elemento
essencial na constituicdo das proteinas, levantando-se a divida sobre qual a forma de
obtencdo deste nutriente pela cultura para a produgao de grande biomassa vegetal.

O conhecimento e isolamento de bactérias nativas com capacidade de fixacdo do N em
plantas tolerantes e halé6fitas em solos salino sédicos podem contribuir para o entendimento
desta capacidade de desenvolvimento da Atriplex em ambiente naturalmente pobre em N e,
desta forma, contribuir para o processo de fitorremediacao de solos salinos e sddicos (Silva et
al., 2008).

A prospeccdo de microrganismos associados a esta planta e capazes de promover o
desenvolvimento vegetal, como fixar N, e, ou, produzir fitohormonios, possibilitaria conduzir
o manejo da cultura de maneira mais adequada para promover melhor desenvolvimento da
mesma em ambiente salino e, portanto incremento na retirada de sais do solo, contribuindo no
processo de fitorremediagdo.

A utilizagdo desses microrganismos para o melhoramento desses solos tem sido
realizada por meio de associa¢cdes microbianas com o sistema radicular das plantas, que
promove um desenvolvimento mais vigoroso das espécies em dreas com problemas de

salinidade e sodicidade (Silva et al., 2008).



Estudos sobre este tema ainda sdo escassos, sendo necessdrias pesquisas que
identifiquem microrganismos que possam, juntamente a espécie de Atriplex, promover a
remediacdo de solos salinos.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade bioldgica e isolar bactérias
presentes em solo salino s6dico em associa¢do ou ndo com plantas de Atriplex nummularia, que
possam contribuir para o desenvolvimento desta espécie haldfita e recuperacdo de solos afetados

por sais.
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Capitulo I

Atividade bioldgica em solo salino sédico sob cultivo de Atriplex nummularia

Biological activity in saline sodic soil under cultivation of Atriplex nummularia



Resumo

Solos afetados por sais sdo comumente encontrados no Nordeste brasileiro, comprometendo
seu uso agricola. Nestes solos, pouco se conhece a respeito da microbiota existente,
especialmente a cerca da atividade microbiana. Em algumas dessas dreas tém-se testado a
técnica da fitorremediagdo com plantas haldfitas do género Atriplex. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi analisar a atividade microbiana de um solo salino sédico do Agreste do
Estado de Pernambuco, na presenca e auséncia de plantas de Atriplex nummularia. Para isso,
realizaram-se amostragens de solo a 20 cm de profundidade em diferentes situacdes: solo sem
cultivo, solo coletado a 20 cm da planta e solo coletado a 125 cm da planta; em dois periodos
distintos, na época chuvosa e seca. Nas amostras de solo foram feitas andlises de C e N da
biomassa microbiana, respiracao basal, e C e N total dos solos. Verificou-se uma tendéncia de
aumento da atividade dos microrganismos com a proximidade das raizes das plantas de
Atriplex, mostrando que, além de ser uma planta vidvel para ser utilizada para fitorremediacao
de solos afetados por sais, esta ainda promove uma melhoria da microbiota do solo.

Palavras-chave: Microrganismos, salinidade de solos, biomassa microbiana

Abstract

Salt affected soils are commonly found in the Brazilian Northeast, undermining its
agricultural use. In these soils, little is known about the existing microbiology, especially
around the microbial activity. In some of these areas have been tested with the technique of
phytoremediation with halophytes of the genus Atriplex. Therefore, the aim of this study was
to assess the microbial activity of a saline sodic soil of the Agreste of the state of
Pernambuco, in the presence and absence of plants of Atriplex nummularia. For that, there
were samples of soil to 20 cm depth in different situations: uncultivated soil, soil collected 20
cm from the plant and soil collected at 125 cm from the plant, in two distinct periods, in the
rainy and dry season. Soil samples were analyzed for C and N microbial biomass, basal
respiration and C and N total of soils. There was a tendency to increase the activity of
microorganisms with the proximity of plant roots of Atriplex, showing that, besides being a
viable plan to be used for phytoremediation of soils affected by salt, it still promotes an
improvement of soil microbes.

Keywords: microorganisms, soil salinity, microbial biomass
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Introducao

A salinizagdo € um processo de degradacdo do solo que vem aumentando em todo o
mundo (Liang et al., 2005). Quantidades excessivas de sais proporcionam uma série de efeitos
adversos nas propriedades fisicas e quimicas do solo, processos microbioldgicos € no
crescimento de plantas (Levy, 2000; Sardinha et al., 2003). Algumas pesquisas vém sendo
desenvolvidas em solos salinos e o declinio das comunidades bacterianas, além do declinio da
sua atividade, vem sendo evidenciada em muitos estudos (Sardinha et al., 2003). Entretanto,
tanto diminui¢des quanto aumentos na mineralizagao do C e N com o aumento da salinidade
tém sido observados (Pathak & Rao, 1998).

A biomassa microbiana do solo € uma reserva livre de matéria organica que ¢é
responsavel por 1 a 3% do total da matéria organica do solo (Jenkinson & Ladd, 1981). Essa
biomassa atua como fonte de nutrientes requeridos pelas plantas (Smith & Paul, 1990) e
regulam o funcionamento do solo. A cobertura vegetal afeta diretamente a quantidade e
qualidade dos niveis da biomassa microbiana no solo (Wardle, 1992). A atividade respiratdria
da biomassa microbiana tem sido utilizada para analisar os efeitos dos fatores ambientais e a
populacdo microbiana (Campbell et al., 1991; Anderson & Domsch, 1993). Essas
mensuragdes sdo extremamente sensiveis as mudangas qualitativas e quantitativas em relagdo
a matéria organica presente no solo e quanto a manutencdo da estabilidade do ecossistema
(Insam, 1990).

A atividade bioldgica do solo em relagdo ao crescimento de plantas e ao manejo de
solos afetados por sais ainda é pouco estudada, podendo representar mais um importante fator
na recuperacdo de dreas degradadas pela salinidade e sodicidade. Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi analisar a atividade microbiana de um solo salino sédico do Agreste do

Estado de Pernambuco.

Material e Métodos

Para a andlise da atividade microbiana, amostras de solo foram coletadas em um
experimento de campo, com o cultivo de plantas de Atriplex nummularia implantado em
setembro de 2008, visando a recuperacdo de Neossolo Flivico salino sédico, localizado no
Municipio de Pesqueira (PE) (Souza, 2010). Foram realizadas duas coletas de amostras de
solo: uma no periodo chuvoso (agosto/2009), quando o solo da drea experimental encontrava-

se completamente saturado por dgua e outra no periodo seco (dezembro/2009). As principais
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caracteristicas do solo no inicio do experimento (setembro/2008) eram: textura média (120
g kg'! de argila, 500 g kg de silte e 380 g kg de areia), estimada através do método do
peneiramento para a separagdo da fragdo areia com posterior utilizacdo da sedimentacio para
a estimativa da quantidade de silte e argila presentes na amostra de acordo com a lei de
Stokes; densidade do solo=1,68 g cm'3, estimada através do método do anel volumétrico;
pH=9,1, CEes=21,49 dS m™, Na* solivel=277,29 mmol. L, CI solivel=223,78 mmol. L™,
PST=30,51% e COT=0,73 dag kg'l, todas as andlises quimicas e fisicas seguiram a
metodologia proposta pela EMBRAPA (1997). O experimento foi conduzido em
delineamento experimental em blocos casualizados, com trés tratamentos: planta cultivada
sem regime de poda, planta sob regime de poda aos seis e doze meses e o tratamento
testemunha, sem cultivo de Atriplex, em quatro repeticdes.

Foram coletadas amostras de solo na camada de 0-20 cm em trés locais distintos por
bloco: 1) nas proximidades das raizes (20 cm do colo da planta); 2) no ponto intermediério do
espacamento entre plantas (125 cm), sendo estes feitos nas plantas submetidas ou ndo a poda,
3) e na drea sem cultivo das plantas (tratamento testemunha). O experimento foi montado em
blocos casualizados (4 ao todo), resultando em um total de 20 amostras coletadas do
experimento.

Imediatamente apdés a coleta, as amostras de solo foram armazenadas sob
refrigeracdo e transportadas ao laboratdrio para o procedimento das analises. As amostras de
solo foram submetidas a secagem parcial quando coletadas em periodo chuvoso, tendo em
vista a saturagdo do solo por &4gua, com posterior tratamento de peneiramento para
desagregacdo dos torrdes. No periodo seco ndo foi necessdria secagem, sendo realizado
apenas o peneiramento. Posteriormente amostragens foram tomadas para estimativa da
capacidade de campo. Antes das andlises referentes a atividade biol6gica a umidade nas
amostras foi ajustada para 60% da capacidade de campo com a finalidade de ativar o
metabolismo da biomassa presente no solo.

A respiracdo basal microbiana (RBS) foi determinada pelo método da estimativa do
CO, onde este € adsorvido em NaOH presente em potes fechados e posteriormente
determinado por titulagdo com HCl (Alef & Nannipieri, 1995); o carbono e o nitrogénio da
biomassa microbiana (CBM e NBM) foram determinados pelo método da fumigacio-
extracdo, onde foi realizada a andlise da biomassa microbiana extraivel em solu¢do aquosa de
sulfato de potédssio (K,SO4) a 0,5M (Vance et al., 1987). A fumigacdao do solo com o
cloroférmio, além de matar, rompe as células microbianas liberando o constituinte
microbiano, principalmente o citoplasma, para o solo e permitindo assim sua extragdo

(Powlson & Jenkinson, 1976); o carbono total do solo (COT) foi mensurado pelo método
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adaptado por Yeomans & Bremner (1988) e o nitrogénio total do solo (NT) foi determinado
pelo método adaptado de Bremner & Mulvaney (1982) e Tedesco et al. (1995).

Com os resultados obtidos, foram calculados o quociente metabdlico (qCOy),
representado pela razdo: (respiracdo basal)/(carbono da biomassa microbiana), esta relagao
entre o CO, acumulado e o total do CBM prediz que, a medida que a biomassa microbiana se
torna mais eficiente em utilizar os recursos em seu meio, menos C é perdido como CO, pela
respiracdo, podendo este ser incorporado aos tecidos microbianos; 0 quociente microbiano
(gMIC), calculado pela relagdo entre o carbono da biomassa microbiana e o carbono organico
total do solo, segundo a expressao: qMIC = CBM/COT, que indica quanto do carbono esta
imobilizado na forma microbiana; a relacdo NBM/NT, que expressa quanto do nitrogénio esté
retido nos microrganismos; a relacdo entre o carbono e o nitrogénio da biomassa
(CBM/NBM); bem como a relagdo entre o carbono e o nitrogénio total do solo (C/N).

Os dados resultantes do trabalho foram analisados através das medidas de estatistica
descritiva, onde os resultados foram avaliados considerando os parametros: média (tendéncia

central) e coeficiente de variacdo (variabilidade).

A andlise de componentes principais (ACP) foi aplicada como técnica de andlise
intermedidria e a andlise de agrupamento (AA) se constituiu em um método finalizador e
conclusivo. Todos os procedimentos estatisticos multivariados foram realizados com o
software STATISTICA 8.0. Esta andlise visou a comparacdo dos diferentes tratamentos

separadamente e também em conjunto, para cada coleta de solo.

Resultados e Discussao

Solo coletado no periodo chuvoso

A matriz de correlagdo obtida através da Andlise de Componentes Principais (ACP) das
variaveis bioldgicas do solo mostra um ndmero significativo de correlagcdes com valores altos
entre algumas varidveis estudadas (Quadro 1). Correlacdes altas entre estas varidveis podem
ser importantes e explicar relagdes fundamentais para a manutencdo da estabilidade da
microbiota do solo. Pelos valores das correlagdes encontradas, € possivel verificar que as
variaveis RBS, COT, NT, gMIC, qCO,, dependendo da varidvel com a qual estdo
relacionadas, explicaram mais do comportamento da biota no solo, por conta de seus altos
valores de correlagdo.

Como exemplo, pode-se analisar as relagcdes positivas, do C e do N totais do solo em
relacdo a RBS, que indica quanto do aumento da respiragdo basal estd relacionada ou é
explicada pelos aumentos nos teores de C e N do solo.
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Quadro 1. Matriz de correlacdo das varidveis bioldgicas obtidas em Neossolo Flavico

coletado no periodo chuvoso (agosto/2009), no municipio de Pesqueira, PE

RBS CBM COT gMIC qCO, NBM CBBl\l\/fI/N NT C/N NBM/N
RBS! 1,00 -047 081 080 089 034 -0,68 0,79 0,18 0,08
CBM? 1,00 -0,14 088 -076 0,52 -030 -026 039 0,79
coT? 1,00 -0,54 0,50 0,73 -0.84 098 -0,03 042
qMIC! 1,00 -091 0,09 015 -0,60 0,15 0,42
qCo,’ 1,00 -0,10 -030 0,552 0,11 -0,33
NBM® 1,00 -0.84 0,62 0,31 0,91
CBM/NBM’ 1,00 -0,74 -036  -0,73
NT® 1,00  -021 0,27
C/N? 1,00 0,54
NBM/N' 1,00

! Respiragdo basal (mg C-CO, kg solo hora™); 2 Carbono da biomassa microbiana (mg de C-CBM kg™ solo seco); 3
Carbono orgéanico total do solo (dag kg'l); 4 Quociente microbiano (%);5 Quociente metabdlico (mg C-CO, mg'l C-CBM dia’
; 6 Nitrogénio da biomassa microbiana (mg de N-NBM kg solo seco); ! Relacdo entre o carbono e o nitrogénio da

. . . 8 . N 1. 9 ~ . N . 10
biomassa microbiana; = Nitrogénio total do solo (dag kg'); ~ Relagdo entre o carbono e o nitrogénio totais do solo;
Relacio entre nitrogénio da biomassa microbiana e nitrogénio total do solo.

A RBS responde sensivelmente a mudancas de fatores ambientais e, por isso, € uma
quantificacdo importante, tendo em vista que representa a atividade bioldgica geral do solo
estudado. Nas correlagdes positivas entre a RBS e COT e o NT, hd uma indicacdao de maiores
concentragdes desses elementos no solo, que proporcionam uma maior concentragcdo de
microrganismos e, consequentemente, uma maior taxa de respiracdo no solo. A importancia
dessa relacdo € altissima, pois solos com maior biomassa de microrganismos conseguem
promover melhores condi¢des para o estabelecimento de plantas.

Pode-se, ainda, observar a alta correlagdo positiva entre o COT e o NT, que se aproxima
do valor méximo da correlagdo. O carbono total tem grande influéncia sobre as propriedades
quimicas, disponibilidade de nutrientes e atividade microbiana no solo (Bayer & Mielniczuk,
2008). Um aumento da atividade microbiana provavelmente promoverd crescimento na
populacdo de microrganismos capazes de fixar nitrogénio, de forma que uma associacao entre
estes elementos € de fundamental importincia para a manuten¢do da microbiota e da
fertilidade do solo.

Altas correlacdes negativas, indicando aumento de uma varidvel em funcdo da
diminui¢do da outra foram observadas entre a RBS e o qMIC, entre o qMIC e 0 qCO,, e entre

0 qCO;, e o CBM. Todas as relagdes envolvem o CBM, indicando que esta ¢ uma varidvel

fundamental e decisiva para a manuten¢do da atividade microbiana.
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Bezerra et al. (2008), trabalhando com atividade microbiana relacionada a cana-de-
acucar, encontraram resultados semelhantes, com correlagdo negativa entre o qCO, e CBM;
contudo, Santos et al. (2004), trabalhando com Planossolo sob diferentes sistemas de manejo,
encontraram correlagdes positivas entre a RBS e o qMIC, resultados estes que discordam dos
encontrados neste trabalho.

Como o qCO; € a relag@o entre a RBS e o CBM, um alto valor de RBS relacionado a
um baixo valor de CBM, resulta em um alto valor de qCO,, gerando possivelmente resultados
de correlagdo positivos e altos, como o demonstrado na matriz de correlacao. Este resultado é
diferente do encontrado por Bezerra et al. (2008), que encontraram uma correlacdo negativa e
baixa para as mesmas varidveis citadas. Por analogia, o valor negativo da correlacio entre o
CBM e o qCO; mostra o inverso entre essas duas varidveis; enquanto o CBM e o gMIC se
relacionam positivamente.

Solos com elevados teores de sais, como o deste estudo, podem apresentar limitagdes ao
desenvolvimento de plantas e microrganismos, que podem promover a queda da populagdo
microbiana e, portanto, de sua atividade. Por outro lado, como os teores de COT e NT estdao
correlacionados positivamente com a RBS do solo, isso levaria a diminui¢do nessas varidveis
acompanhando a RBS do solo (Quadro 2). Santos et al. (2004), trabalhando com diferentes
sistemas de manejo em Planossolo, observaram que solos sem cultivo agricola possuiam
maiores valores de RBS, qCO,, COT e NT. Estes autores ainda observaram que quanto maior
o estresse causado pelos diferentes sistemas de manejo, menores eram os valores das varidveis
citadas.

Baixas relacdes C/N, indicam maior taxa de decomposicio dos residuos organicos, do
que em relacdes mais elevadas (Aita & Giacomini, 2003). Esta relacdo variou entre 7,73 e
14,96 entre os solos estudados, dependendo da localizagdo em relagdo a planta de Atriplex
nummularia, com valores médios entre 10,33 e 11,51 (Quadro 2). Observou-se maior relagao
C/N no solo sem interferéncia da planta (Testemunha) em relacdo aos solos localizados
proximos as raizes, indicando maior decomposi¢do da matéria organica nas proximidades das
raizes da Atriplex, provavelmente, em funcdo da maior incidéncia de microrganismos
promotores da decomposicdo. Em contrapartida, o valor mdximo da relacio C/N encontrado
na CPR, que deveria estar menor, por conta da alta populagdo microbiana, ficou préximo do
valor verificado no tratamento testemunha. Provavelmente, isso se deve a recuperagdo da
poda drastica pela qual a planta havia sido submetida, poda esta que imobilizou estes
microrganismos em prol da possivel reestabilizacdo da biomassa, fazendo com que estes

apenas mantivessem a atividade de decomposi¢do, apds um equilibrio local.
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Quadro 2. Medidas estatisticas descritivas dos atributos bioldgicos das amostras de solos

coletadas em periodo chuvoso, correspondentes aos pontos SRSP (solo coletado a 125 cm da

planta sem poda), SRCP (solo coletado a 125 cm da planta com poda), CPR (solo coletado a

20 cm do colo da planta com poda), SPR (solo coletado a 20 cm do colo da planta sem poda),

T (testemunha)

Varidvel biol6gica Amostra M MIN MAX CV

SRSP 0,364 0,103 0,736 85,850

RBS SRCP 0,531 0,207 0,753 45,120
mg C-CO, kg1 solo SPR 1,407 0,631 2,637 61,120
hora™ CPR 1,351 1,128 1,897 27,248

T 0,497 0,166 0,856 56,983

SRSP 89,312 27,259 184,303 81,778

CBM SRCP 63,101 26,050 120,417 67,355
mg C-CBM kg’1 solo SPR 77,712 37,173 130,502 57,443
seco CPR 62,651 36,990 94,856 42,563

T 124,489 103,158 135,184 11,832

SRSP 0,891 0,647 1,186 31,896

COT SRCP 0,872 0,634 1,014 20,807
dag kg™ SPR 1,320 0,698 1,760 35,620
CPR 1,011 0,691 1,696 45,691

T 0,936 0,642 1,426 38,125

SRSP 0,013 0,002 0,028 97,119

gMIC SRCP 0,008 0,003 0,015 73,236

% SPR 0,006 0,002 0,011 54,747
CPR 0,006 0,005 0,009 27,863

T 0,015 0,009 0,021 40,653

qCO, SRSP 0,006 0,001 0,014 99,223
mg C-CO, mg™ C- SRCP 0,013 0,002 0,025 75,377
CBM dia™! SPR 0,019 0,012 0,026 31,527
CPR 0,026 0,013 0,051 66,739

T 0,004 0,001 0,006 54,446

SRSP 7,411 3,565 12,742 58,851

NBM SRCP 6,100 1,804 14,710 97,569
mg N-NBM kg™ de SPR 25,074 18,833 31,953 23,054
solo seco CPR 7,232 3,692 9,224 34,373
T 20,731 8,793 50,339 95,517
SRSP 17,706 4,010 51,695 128,403
CBM/NBM SRCP 23,155 2,467 66,734 126,935
SPR 3,148 1,391 4,767 54,433

CPR 11,084 4,010 25,691 89,416

T 9,330 2,685 15,164 56,473

SRSP 0,087 0,055 0,116 28,800

NT SRCP 0,081 0,070 0,093 11,934

dag kg™ SPR 0,124 0,074 0,168 30,818
CPR 0,094 0,060 0,171 55,040

T 0,081 0,065 0,116 29,865

SRSP 10,333 7,734 11,688 18,024

C/N SRCP 10,794 7,582 12,816 21,113
SPR 10,747 7,318 13,551 27,118

CPR 11,209 9,250 14,086 19,199

T 11,506 8,961 14,960 23,358

SRSP 0,010 0,004 0,023 88,396

NBM/N SRCP 0,008 0,003 0,019 99,828
% SPR 0,023 0,015 0,043 58,715
CPR 0,010 0,002 0,014 55,626
T 0,029 0,010 0,077 109,802

M — média; Min — valor minimo; Max — valor mdximo; CV — coeficiente de variacio.
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Os resultados da relacio CBM/NBM foram, em sua maioria, maiores do que aqueles
observados por Barreto et al. (2008) que, trabalhando com solos cultivados com eucalipto,
chegaram a valores médios que variaram entre 2,13 e 3,91. Isso indica a presenca de elevadas
populacdes microbianas no solo estudado neste trabalho, sugerindo que os microrganismos
presentes, mesmo em ambiente extremamente salino (CEes=23,65 dS m'l), estdo adaptados,
possivelmente por possuirem mecanismo(s) de halotolerancia aos sais presentes no solo.

Na andlise de componentes principais, a varidncia contida em cada componente
principal gerado € expressa pelos autovalores da matriz padronizada, de tal forma que o maior
autovalor estd associado ao primeiro componente principal (CP), o segundo maior autovalor
ao segundo CP, e assim por diante, até que o menor autovalor esteja associado ao ultimo CP,
colocando os primeiros como os mais importantes. Sendo assim, 0s primeiros componentes
principais gerados pela ACP explicam a maior parte da variancia dos dados originais.
Conforme critério de selecdo dos componentes citados preferiu-se adotar a retencdo dos
componentes que explicaram mais de 70% da variancia (Santos, 2010).

No Quadro 3 estdo apresentados os autovalores, as percentagens das varidncias
associadas aos CPs e a percentagem cumulativa. Neste caso, observa-se que a CPlI,
juntamente com a CP2, explicam 86,36% da varia¢do dos dados obtidos. Por isso, um estudo
de todas as varidveis com apenas a informagdo dessas duas CPs, ndo ocasionaria perdas

relevantes de informagdes.

Quadro 3. Autovalores e varidncias dos componentes principais obtidas com os atributos

bioldgicos do solo coletado no periodo chuvoso

Componente % Autovalor %
principal Autovalor da variancia . -
total cumulativo Cumulativa
CP1 4,86 48,57 4,866 48,57
CP2 3,78 37,79 8,04 86,36
CP3 1,17 11,75 9,81 98,11
CP4 0,19 1,89 10,00 100,00

A importancia de uma varidvel € analisada pela sua correlagio com os CPs
selecionadas. Essa avaliacdo € feita através dos loadings (pesos) das varidveis calculados pela
ACP, de forma que, quanto maior o valor modular do loading da varidvel analisada, maior a
correlagdo com o CP a ela associada. Deste modo, € possivel identificar quais varidveis estdo
correlacionadas com cada CP e qual a importancia de cada varidvel para os objetivos da

pesquisa (Santos, 2010).
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Utilizando a mesma consideracdo feita para o Quadro 3, no Quadro 4 sdo apresentadas
as correlacdes que foram mais importantes para o estudo as varidveis, ou seja, aquelas que se
correlacionaram com os CPs 1 ou 2.

Houve uma distribui¢do entre as varidveis bioldgicas estudadas quanto a associacdo ao
CPI1 ou CP2 (Quadro 4). As varidveis mais importantes quanto aos tratamentos estudados
foram: RBS, CBM, COT, NT e NBM/N. As varidveis gMIC, qCO,, NBM, CBM/NBM, ndo
se mostraram tdo importantes quanto as citadas anteriormente, mas também contribuiram para
o resultado final da andlise do solo em questdo. Segundo Mingoti (2005), as varidveis que
apresentam uma menor correlacio com os CPs selecionadas, s@o consideradas menos
discriminantes na distin¢do dos tratamentos.

De posse dos valores das varidveis geradas para os CPs estudadas anteriormente, foram
gerados valores dos locais de amostragem, também conhecidos por Scores que demarcam os
pontos relacionados a cada local de amostragem em um grafico de pontos. Como visto nos
Quadros 3 e 4, os dois CPs utilizados, geraram um gréfico bidimensional, para as amostras de

solo coletadas no periodo chuvoso (Figura 1).

Quadro 4. Correlagdes (loadings) dos atributos bioldgicos analisados com os componentes

principais (CPs) obtidos para solos coletados em periodo chuvoso

Variaveis CP1 CP2
RBS! -0,942881 -0,222211
CBM? 0,294644 0,947687
CcoT? -0,956875 0,149786
gMIC? 0,688478 0.691702
qCo,’ -0,712479 -0,592189
NBM® -0,597368 0,762471

CBM/NBM’ 0,812372 -0,535570
NTS -0,927256 0,010399
C/N° -0,116138 0,468377

NBM/N'" -0,305938 0,944542

! Respiragdo basal (mg C-CO, kg™ solo hora™); 2 Carbono da biomassa microbiana (mg de C-CBM kg™’ solo seco); 3
Carbono organico total do solo (dag kg™); 4 Quociente microbiano (%);5 Quociente metabélico (mg C-CO, mg™' C-
CBM dia™); 6 Nitrogénio da biomassa microbiana (mg de N-NBM kg™ solo seco); 7 Relacdo entre o carbono e o
nitrogénio da biomassa microbiana; 8 Nitrogénio total do solo (dag kg); ? Relacdo entre o carbono e o nitrogénio
totais do solo; 10 Relacdo entre nitrogénio da biomassa microbiana e nitrogénio total do solo.
Sabendo-se que valores positivos para o CP1 tendem a posicionar um ponto do lado
direito do gréfico, e negativos do lado esquerdo, enquanto para o CP2, valores positivos
posicionam o ponto mais acima do grafico e os negativos mais abaixo da linha central deste

(Figura 1).
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Observa-se no Quadro 4 que as varidveis RBS, COT, qCO; e NT apresentam correlagao
negativa quanto ao CP1, mostrando que estas tém os seus valores médios aumentados quando
indo da direita para esquerda do grafico. J4 a varidvel CBM/NBM, correlacionou-se
positivamente, tendo seu valor médio aumentado da esquerda para a direita do gréfico.
Quanto ao CP2, as varidveis CBM, qMIC, NBM e NBM/N correlacionaram-se positivamente,

indicando que seus valores médios aumentam de baixo para cima do gréfico.

5

Scores das amostras de solos do
periodo chuvoso

Amostras CP1 CP2
SRSP  0,87954 -0,168475
; | SRCP 067267 -0,868949
SER CPR  -0,50805 -0,814343
0 SRSP 1 SPR  -1,51472 0,278246
* T 047056  1,573521

o—

Componente Principal 2: 37,79%

CPR SRCP
°

5 4 3 2 1 o0 i > s 4
Componente Principal 1: 48,57%

Figura 1- Representagdo grafica dos scores dos locais de amostragem SRCP (solo coletado a

125 cm da planta com poda), SRSP (solo coletado a 125 cm da planta sem poda), CPR (solo

coletado a 20 cm do colo da planta com poda), SPR (solo coletado a 20 cm do colo da planta

sem poda), T (testemunha), obtidos nos solos coletados em periodo chuvoso. Proximidade

entre tratamentos indica semelhanga de acordo com a anédlise de componentes principais.

Correlacdes positivas com o CP1, e aquelas negativas ndo tdo discriminantes no CP2,
aproximaram os usos SRSP e SRCP (Figura 1). As correlacdes negativas do CP1 foram as
mais importantes pelo distanciamento dos tratamentos SPR e CPR, do T. Sendo que este
ultimo, provavelmente ficou isolado, por conta dos valores positivos em ambos os CPs para o
CBM e gMIC, provavelmente por conta do alto grau de estresse pelo qual os microrganismos
vem passando nos solos sob condi¢do extremamente salina. Isso fica mais nitido ao se
observar o dendrograma que representa os resultados obtidos por meio da andlise de
agrupamento (AA), em que as amostras de SRCP e SRSP as aproximam, distanciando-se da

testemunha e mais ainda das amostras de SPR e CPR (Figura 2).
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Figura 2- Dendrograma resultante da anélise de grupamento dos locais de amostragem no solo
coletado no periodo chuvoso, utilizando a distancia euclidiana média como coeficiente de

similaridade e o algoritmo de WARD como método de agrupamento.

A linha de corte existente na figura 2 foi determinada com base na distancia entre os
grupos (primeiro maior salto de valor entre os mesmos). Desta forma, houve a geracao de 4
grupos distintos. Na geracdo dos grupos, verificou-se que as Unicas amostras que se
agruparam foram as coletados no solo a 125 cm das plantas, que sofriam pouca interferéncia
das raizes, submetidos ou nao a poda.

As amostras coletadas a 20 cm das plantas isolaram-se em grupos distintos em fungao
do corte realizado durante a poda, indicando que este trato cultural nas plantas interfere na
atividade biologica do solo proxima as raizes, provavelmente pela tentativa de
restabelecimento das condi¢des homeostaticas locais por parte da planta, alterando as
condic¢des para o desenvolvimento da microbiota do solo.

Na amostra de solo coletada no tratamento testemunha, pelo fato de nao ter a influéncia
das raizes, e ser um solo extremamente salino, permaneceu isolado, possivelmente por conta
de uma reducdo drastica da microbiota do solo naquelas condicdes, tendo em vista que os
solos sob a acdo da fitoextragcdo por Atriplex nummularia, apresentam melhores condi¢des de
adaptacdo e sobrevivéncia aos microrganismos em solos salinos. Em trabalho realizado com
Atriplex nummularia e irrigacdo destas com rejeitos salinos, Pereira et al. (2004), observaram

que houve um aumento da atividade microbiana, estimulada pelo plantio da Atriplex.
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Solo coletado no periodo seco

No periodo seco, além da deficiéncia hidrica nos solos, a salinidade também aumenta
pelo acimulo da concentracdo de sais, dificultando ainda mais a sobrevivéncia dos seres
vivos, que ficam limitados as espécies mais adaptadas a estas condi¢des. Isso também reduz o
periodo de producgdo e acréscimo de compostos orginicos aos solos em regides sob clima
arido e semi arido, o que justifica os baixos teores de matéria organica encontrados nestes
solos. D’Andréa et al. (2004) ressaltam que em solos com cobertura vegetal natural, hd uma
manuten¢do nos niveis de matéria orginica no solo, mas que ao ser alterado esse equilibrio
apenas retorna quando é alcancado um novo equilibrio, de acordo com o sistema de manejo
adotado.

Sob estas condi¢des, a relacdo do COT com o NT dos solos é de fundamental
importancia para a manutengdo de muitos processos bioldgicos que destes elementos
necessitam. Para as varidveis analisadas nas amostras de solo coletadas no periodo seco, a
matriz de correlagdo obtida através da ACP demonstra uma alta correlacdo entre estes dois

elementos (Quadro 5).

Quadro 5- Matriz de correlagdo das varidveis bioldgicas obtidas em Neossolo Flavico

coletado no periodo seco (dezembro/2009), no municipio de Pesqueira, PE

RBS CBM COT gMIC qCO, NBM CBM/NBM NT C/N NBM/N

RBS! 1,00 -0,56 0,88 -086 057  -0,46 0,38 0,71 0,11 -0,70
CBM? 1,00 -026 074 -052  0.85 0,42 0,33 027 0,82
cot? 1,00 -062 030 -031 0,18 091  -0,11 0,61
gMIC? 1,00 -037 042 0,12 0,51  -0,04 0,60
qCo,’ 1,00 -0,61 0,96 0,09 0,41 -0,60
NBM® 1,00 -0,64 0,46 044 0,94
CBM/NBM’ 1,00 0,03 0,29 -0,57
NT® 1,00  -0,51 -0,70
C/N? 1,00 0,42
NBM/N' 1,00

! Respiragdo basal (mg C-CO, kg™ solo hora™); 2 Carbono da biomassa microbiana (mg de C-CBM kg solo seco); 3
Carbono organico total do solo (dag kg"); 4 Quociente microbiano (%);5 Quociente metabdlico (mg C-CO, mg’l C-CBM
dia™); 6 Nitrogénio da biomassa microbiana (mg de N-NBM kg™ solo seco); ! Relacédo entre o carbono e o nitrogénio da

. . . 8 . As 19 - . AL . 10
biomassa microbiana; ~ Nitrogénio total do solo (dag kg"); ~ Relacdo entre o carbono e o nitrogénio totais do solo;
Relacio entre nitrogénio da biomassa microbiana e nitrogénio total do solo.

Também foi verificada uma correlacao alta e positiva entre 0 CBM e o NBM. Monteiro

& Gama-Rodrigues (2004), trabalhando com serrapilheira de floresta natural, encontraram
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correlagdes positivas, mas ndo tdo altas como as encontradas no presente trabalho,
provavelmente por conta do ambiente por eles estudado, com altas taxas de decomposicao.

Observou-se, ainda, a correlag@o positiva entre 0o CBM e NBM/N, indicando que quanto
maior a quantidade de CBM no solo, maior serd a capacidade dos microrganismos de
imobilizar o N presente no solo na forma de NBM, reforcando a correlacdo e a estreita
associacao entre 0 CBM/NBM.

Da mesma forma que ocorreu no solo coletado no periodo chuvoso, pode-se observar na
matriz de correlacdo que a RBS estd correlacionada positivamente com o COT e NT,
demonstrando que maiores concentragdes desses elementos no solo, proporcionam uma maior
concentracdo de microrganismos, € consequentemente uma maior respiracao. Indicando que
independentemente do periodo do ano, hd uma manutencdo dos niveis aceitdveis para a
sobrevivéncia dos microrganismos neste solo, mesmo sob salinidade elevada.

A correlacdo positiva entre o qCO; e a relacaio CBM/NBM, indica ainda que, quanto
maior a relacdo C/N da biomassa, maior serd a respiracdo basal envolvida, pelo fato de haver,
provavelmente, uma maior concentracdo de microrganismos na amostra coletada e, portanto,
uma maior imobilizac¢do destes elementos na microbiota do solo.

As variaveis NBM e NT correlacionaram-se com a variavel NBM/N, sendo com o
NBM uma correlacio positiva e com o NT negativa, pelo fato que esta ultima baseia-se em
uma relagdo inversamente proporcional ao NT (Quadro 5). Estas correlacdes constituem uma
autocorrelacdo, que € a correlagdo entre uma varidvel e um indice obtido a partir desta
variavel (Monteiro & Gama-Rodrigues, 2004).

Poucas correlagdes foram negativas, uma de grande importancia foi a da RBS em
relacdo ao qMIC. Esta pode ser explicada através da correlacdo negativa entre a RBS e o
CBM, e a correlacdo positiva entre a RBS e COT, tendo em vista que as varidveis CBM e
COT, sao integrantes do qMIC. Correlagdo negativa entre estas duas varidveis também foi
encontrada no periodo chuvoso.

Os resultados médios dos atributos biolégicos analisados nas amostras de solo coletadas
no periodo seco (Quadro 6), quando em comparados aos resultados obtidos no periodo
chuvoso (Quadro 2), demonstram que o teor de dgua presente no solo salino sédico estudado
foi decisivo para a diminuicdo da atividade bioldgica neste solo nos diferentes locais de
amostragem em relagdo a planta. No periodo seco, foram observados menores valores das
varidveis em geral, provavelmente, pela limitacdo hidrica, prejudicando o metabolismo dos
microrganismos, que devem diminuir os processos metabdlicos gerais para economizar
energia e dgua em processos simples como imobilizacdo de substancias e respiracdo em

excesso (Cordeiro, 2000).
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Quadro 6- Medidas estatisticas descritivas dos atributos bioldgicos dos solos coletados em
periodo seco, correspondentes aos tratamentos SRSP (solo coletado a 125 cm da planta sem
poda), SRCP (solo coletado a 125 cm da planta com poda), CPR (solo coletado a 20 cm do

colo da planta com poda), SPR (solo coletado a 20 cm do colo da planta sem poda), T

(testemunha).
Variavel Tratamento M Min Max CV
SRSP 0,358 0,139 0,588 53,616
RBS SRCP 0,629 0,488 0,866 26,253
mg C-CO, kg’1 solo SPR 0,668 0,450 0,824 23,988
hora™ CPR 0,554 0,330 0,807 35,821
T 0,369 0,144 0,547 51,924
SRSP 82,666 41,960 115,059 45,676
CBM SRCP 60,567 4,040 116,148 90,396
mg C-CBM kg’1 solo SPR 77,456 32,405 133,084 54,909
seco CPR 49,565 20,281 87,314 56,187
T 86,322 26,458 217,863 104,485
SRSP 0,695 0,294 0,962 46,039
COT SRCP 0,783 0,532 0,979 28,000
dag kg™ SPR 0,899 0,647 1,157 23,971
CPR 0,732 0,454 1,078 35,248
T 0,615 0,422 0,815 26,164
SRSP 0,017 0,004 0,039 92,478
gMIC SRCP 0,010 0,000 0,022 103,200
% SPR 0,008 0,005 0,012 37,197
CPR 0,007 0,003 0,010 46,234
T 0,014 0,004 0,036 106,145
SRSP 0,006 0,001 0,010 80,170
qCo2 SRCP 0,044 0,004 0,139 144,220
mg C-CO, mg’1 C- SPR 0,012 0,003 0,020 62,504
CBM dia™ CPR 0,013 0,008 0,025 57,175
T 0,008 0,003 0,019 101,864
SRSP 10,348 3,451 17,601 55,871
NBM SRCP 5,150 1,727 10,404 72,820
mg N-NBM kg™ de SPR 13,469 3,505 24,618 65,747
solo seco CPR 5,653 3,334 7,130 31,024
T 18,818 6,709 42,378 87,009
SRSP 9,745 4,182 17,126 58,627
CBM/NBM SRCP 24,658 0,807 67,249 125,965
SPR 6,792 3,382 9,245 40,272
CPR 8,460 6,071 12,684 37,059
T 6,342 0,677 12,525 81,227
SRSP 0,080 0,037 0,130 50,488
NT SRCP 0,079 0,046 0,098 28,489
dag kg™ SPR 0,094 0,079 0,116 17,560
CPR 0,083 0,056 0,126 37,015
T 0,060 0,051 0,075 16,641
SRSP 8,784 7,392 10,195 15,151
C/N SRCP 10,060 7,971 11,452 15,044
SPR 9,553 8,160 11,887 18,171
CPR 8,888 8,167 9,702 7,591
T 10,301 7,541 13,586 27,662
SRSP 0,018 0,003 0,029 73,799
NBM/N SRCP 0,006 0,004 0,011 52,559
% SPR 0,015 0,004 0,029 74,180
CPR 0,007 0,004 0,010 39,910
T 0,033 0,009 0,076 90,704

M — média; Min — valor minimo; Max — valor mdximo; CV — coeficiente de variacio.
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Os valores da relagao C/N variaram entre 7,39 e 13,59, dependendo do tratamento local
de amostragem do solo (Quadro 6), valores préximos aos observados no solo coletado no
periodo chuvoso. Em geral, no solo coletado no tratamento testemunha, sem interferéncia das
plantas, foram verificadas maiores relacdes C/N, superando os valores observados nas
amostras de solo direta ou indiretamente envolvidos com a zona radicular, corroborando a
idéia levantada na andlise dos dados da primeira coleta de solo, confirmando a existéncia de
maiores incidéncias de microrganismos promotores da decomposicdo préximos as plantas ,
possivelmente pelo fato de que a Atriplex promove uma melhoria nas condicdes locais,
contribuindo para uma maior concentra¢do de microoganismos no solo.

As variaveis qMIC e qCO; no periodo seco estavam em valores superiores aos
observados nas amostras de solo coletado no periodo chuvoso, o que pode demonstrar um
estresse dos microrganismos em relacdo ao meio, com maiores concentracdoes de sais, por
conta da elevada evapotranspiracdo e baixo percentual pluviométrico. Gama-Rodrigues &
Gama-Rodrigues (2008), trabalhando com matéria organica observaram que em solos com
matéria organica de baixa qualidade nutricional, a biomassa microbiana encontra-se sob
estresse e € incapaz de utilizar totalmente o C organico e, nesse caso, o gMIC tende a
diminuir.

No Quadro 7 sdo apresentados os autovalores, as percentagens das variancias associadas
aos CPs e a percentagem cumulativa, observando-se que o CP2, juntamente com o CPl,
explica 76,16% da variagdo dos dados obtidos. Por isso, um estudo de todas as varidveis com
apenas a informac¢ao desses dois CPs, ndo ocasionaria perdas relevantes de informacgdes. As
correlagdes que foram mais importantes para o estudo das varidveis, ou seja, aquelas que se

correlacionaram com o CPs 1 ou 2 sdo apresentadas no Quadro 8.

Quadro 7- Autovalores e varidncias dos componentes principais obtidos com os atributos

bioldgicos do solo coletado no periodo seco

Componente %

N A Autovalor %

principal Autovalor da variancia . .
Cumulativo Cumulativa
total

CP1 5,48 54,82 5,48 54,82

CP2 2,13 21,34 7,61 76,16

CP3 1,55 15,50 9,17 91,67

CP4 0,83 8,33 10,00 100,00

Houve uma distribuicao entre as varidveis bioldgicas estudadas quanto a associagdo ao

CP1 ou CP2, sendo as varidveis mais importantes em relacdo ao local de coleta das amostras:
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RBS, CBM, NBM e NBM/N (Quadro 8). As varidveis COT, gMIC, qCO,, C/N da biomassa,
NT e C/N foram importantes, em valores de coeficientes menores que as primeiras citadas,
mas superiores a0 minimo estabelecido, que foi de 60% de correlacdo, desta forma, todas as
variaveis, direta ou indiretamente contribuiram para o resultado final da andlise do solo em

questao.

Quadro 8. Correlagdes (loadings) dos atributos bioldgicos analisados com os componentes

principais (CPs) obtidos para solos coletados em periodo seco

Variaveis CP1 CP2
RBS! 0,873677 0,057571
CBM? -0,810620 0,075360
cot? 0,729032 0,365086
gMIC? -0,759350 -0,132304
qCo;’ 0,680440 -0,717583
NBM® -0,836794 0,096523

CBM/NBM’ 0,580091 -0,734567
NT® 0,708816 0,616991
C/N? -0,191035 -0,724876

NBM/N! -0,956680 -0,066390

! Respiragdo basal (mg C-CO, kg™’ solo hora™); 2 Carbono da biomassa microbiana (mg de C-CBM kg™’ solo seco); 3
Carbono organico total do solo (dag kg™); 4 Quociente microbiano (%);5 Quociente metabélico (mg C-CO, mg™' C-
CBM dia™); 6 Nitrogénio da biomassa microbiana (mg de N-NBM kg™ solo seco); 7 Relacdo entre o carbono e o
nitrogénio da biomassa microbiana; 8 Nitrogénio total do solo (dag kg™); ? Relacdo entre o carbono e o nitrogénio

. 10 ~ . N . . . . A
totais do solo;  Relacdo entre nitrogénio da biomassa microbiana e nitrogénio total do solo.

Com a apropriacao dos dados dos valores das varidveis geradas, para os CPs analisadas,
valores correspondentes a cada local de coleta das amostras em relacdo as plantas de Atriplex
foram gerados, ou Scores que demarcaram os pontos relacionados a cada amostra no gréfico.
Assim como na primeira coleta analisada, os dois CPs utilizados, geraram um gréfico
bidimensional para as amostras dos solos coletados no periodo chuvoso (Figura 3).

De acordo com gréfico, os scores das amostras, e os resultados do Quadro 8, verifica-se
quanto ao CP1, que as varidveis RBS, COT e NT tenderam a posicionar as amostras do lado
direito do grafico com médias que resultaram em maiores correlacdes destes, pelo fato de
apresentarem correlacoes positivas (Figura 3). J4 o CBM, gMIC, NBM e NBM/N tenderam a
posicionar os valores do lado esquerdo do gréfico, por conta das correlagdes negativas.

Quanto ao CP2, as varidveis qCO2, CBM/NBM e C/N tenderam a posicionar as
amostras na parte inferior do gréfico, de acordo com a maior interferéncia dessas varidveis nas
mesmas.

Devido a interferéncia dessas varidveis no CP1 e CP2, as amostras correspondentes ao

SPR e ao CPR, ficaram mais préximas no grafico, provavelmente em funcao dos altos valores
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do COT e NT em relacdo aos encontrados nas outras amostras. As amostras T e SRSP
tenderam a se agrupar no grafico de pontos, provavelmente por conta da correlacio C/N
elevada em T separadamente, e NBM, CBM e NBM/N em T e SRSP, mostrando que estas
amostras permaneceram juntas, possivelmente pela submissdo a um estresse salino mais
intenso. Isto mostra que, na época de estiagem, a poda nas plantas de Atriplex promove uma
alternativa para a sobrevivéncia homeostdtica das espécies, jad que as plantas secretam
exudatos que atraem os microrganismos € os microrganismos ajudam a planta a se recuperar
da poda. Fialho et al. (2006), em trabalho realizado em 4reas com vegetagcao natural, ressaltam
que a liberacdo dos exudatos radiculares sdo os fatores responsaveis pelo desenvolvimento

microbiano no solo.
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Figura 3- Representacdo grafica dos scores das amostras SRSP (solo coletado a 125 cm da

planta sem poda), SRCP (solo coletado a 125 cm da planta com poda), CPR (solo coletado a

20 cm do colo da planta com poda), SPR (solo coletado a 20 cm do colo da planta sem poda),

T (testemunha), obtidos nos solos coletados em periodo seco (dezembro/2009). Proximidade

entre tratamentos indica semelhancga de acordo com a anédlise de componentes principais.

Nas amostras de SRCP, o isolamento dos outros dois grupos deve-se ao fato de que este
possui por sua vez maiores médias de qCO2 e CBM/NBM em relacdo a todas as outras
amostras, o que pode ser atribuido a influéncia da poda no aumento da RBS em relacdo ao

CBM no solo, por conta do aumento bacteriano em resposta a liberagcdo dos exudatos.

26



Com os valores das varidveis que geraram o grafico de pontos foi construido um
dendrograma, representando os resultados obtidos com a Andlise de Agrupamento (AA)

(Figura 4).
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Figura 4- Dendrograma resultante da anélise de grupamento dos locais de amostragem no solo
coletado no periodo seco, utilizando a distdncia euclidiana média como coeficiente de

similaridade e o algoritmo de WARD como método de agrupamento.

A linha de corte demonstrada no grafico foi determinada com base na distincia entre os
grupos (primeiro maior salto de valor entre os mesmos). Desta forma, houve a geracao de trés
grupos distintos, em que as amostras de solo coletadas mais proximo as raizes das plantas de
Atriplex (SPR e CPR), indicando que a aproximagdo das raizes promoveu maior atividade
microbiana, principalmente na época da estiagem, em que os microrganismos estavam sendo
submetidos a um maior estresse, sendo beneficiados pela presenca de vegetacao.

Seguindo 0 mesmo comportamento, nas amostras onde os solos foram coletados no
ponto intermedidrio entre duas plantas (a 125 cm), a poda também influiu para uma melhor
adaptacdo microbiana, explicada pela similaridade entre as amostras correspondentes a T e

SRSP (Figura 4).
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Conclusoes

« A atividade microbiana estd diretamente relacionada a proximidade das raizes de

plantas da espécie Atriplex nummularia, em condi¢des de campo.

« As diferentes condicdes de umidade no solo no momento da coleta influenciaram no

comportamento € metabolismo dos microrganismos.

« A poda nas plantas de Atriplex nummularia exerceu uma interferéncia importante

sobre a atividade microbiana préxima as raizes da planta.
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Capitulo IT

Bioprospeccao de bactérias associadas a Atriplex nummularia em ambiente salino

Bioprospecting of bacteria associated with Atriplex nummularia in saline environments
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Resumo

O habitat associado as plantas € um ambiente dindmico explorado por uma grande variedade de
bactérias. Apesar de sua grande importincia, o nimero de grupos bacterianos conhecidos e
descritos representa apenas uma pequena fragdo da diversidade microbiana encontrada na
natureza, principalmente em relacdo a solos afetados por sais. As plantas de Atriplex cultivadas
em solos salino sédicos estimulam o desenvolvimento de bactérias, por conta da fitoextracdo de
sais e liberacdo de exudatos radiculares e as bactérias atuam produzindo compostos de interesse
para a planta envolvida. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi isolar bactérias presentes em
um solo salino sédico no Agreste de Pernambuco e avalid-las quanto a producdo de auxina e
fixacdo de nitrogé€nio, quando em associacdo ou ndo com a cultura de Atriplex nummularia.
Bactérias endofiticas isoladas de folhas e raizes e bactérias provenientes do rizoplano, zona
radicular, solo cultivado e solo sem a planta (testemunha), foram cultivadas em meio TSA 10%
contendo 50 g 1" de NaCl, provenientes de duas coletas (periodos chuvoso e seco). Além disso,
foram feitos testes para fixacdo de nitrogénio e capacidade de produzir o 4cido 3-indolacético
(AIA). O numero total de isolados halotolerantes entre os dois isolamentos foi de 73 bactérias,
sendo que 27% destas demonstraram a capacidade de executar as duas fungdes propostas. As
bactérias associadas ao rizoplano foram aquelas que alcangaram os maiores valores de densidade
populacional. J4 as bactérias endofiticas de folhas e raizes obtiveram percentuais elevados quanto
a fixacdo de nitrogénio e producdo de auxina, mesmo possuindo baixos valores na densidade
populacional, mostrando a importancia destas para o desenvolvimento das plantas. Os resultados
desse trabalho indicam que as bactérias halotolerantes associadas as plantas de Atriplex
nummularia sdo capazes de fixar N e produzir AIA, principalmente em interagdes mais proximas
com as plantas.

Palavras chave: salinidade, bactérias endofiticas, promogdo de crescimento de plantas
Abstract

The habitat associated with plants is a dynamic environment operated by a variety of bacteria.
Despite its importance, the number of bacterial groups known and described represents only a
small fraction of microbial diversity found in nature, especially in relation to salt affected soils.
Atriplex plants grown in saline sodic soils encourage the growth of bacteria, due to the
phytoextraction of salts and release of root exudates and bacteria act to produce compounds of
interest for the plant involved. Therefore, the aim of this study was to isolate bacteria from a
saline sodic soil in the Agreste of Pernambuco and evaluate them as to the production of auxin
and nitrogen fixation, when used in combination or not with the culture of Atriplex nummularia.
Endophytic bacteria isolated from leaves and roots and bacteria from the rhizoplane, the root
zone, soil and cultivated soil without plant (control) were cultured in a 10% TSA containing 50 g
1" NaCl, from two collections (the rainy and dry). In addition, tests were performed for nitrogen
fixation and the capacity to produce 3-indole acetic acid (IAA). The total number of halotolerant
strains between the two isolates was 73 bacteria, and 27% of these have demonstrated the ability
to perform two functions are proposed. Bacteria associated with rhizoplane were those that
reached the highest values of population density. Already endophytic bacteria from leaves and
roots had high percentages as nitrogen fixation and auxin production, despite having low values
on population density, showing their importance to plant development. The findings indicate that
halotolerant bacteria associated with Atriplex nummularia plants are able to fix nitrogen and
produce TAA, especially in interactions with nearby plants.

Palavras chave: salinity, endophytic bactéria, promoting plant growth
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Introducao

Os processos de formacdo naturais dos solos em regides quentes e secas,
frequentemente, dao origem a solos salinos e com um baixo potencial agricola. Nesses tipos
de solos, problemas sempre sdo detectados em relacdo aos atributos quimicos, fisicos e
biologicos. Também nesses ambientes, normalmente, apenas sdo encontradas espécies
vegetais altamente tolerantes a salinidade, por conta da toxidez causada pelas altas
concentracdes de sais e pela dificuldade de captar dgua, tendo em vista o baixo potencial
osmoético ao qual estas espécies t€ém que se submeter para conseguir essa captura, que €
extremamente dispendioso energeticamente para a maioria das culturas (Souza, 2010).

No ambito da agricultura sustentdvel, os microrganismos, de forma geral, podem atuar
indiretamente melhorando a agregacdo das particulas no solo (Bayer & Mielniczuk, 2008) e
desenvolvendo diversas atividades de interesse agricola, tais como controle biolégico e
promocao de crescimento vegetal (Mariano & Kloepper 2000; Whipps, 2001). Devido a
grande diversidade microbiana presente no solo e associada as plantas, alguns
microrganismos apresentam tolerancia a salinidade, sendo de grande importancia para o
desenvolvimento agricola de solos salinos (Ruiz-Lozano et al., 1996).

Neste contexto, as bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP) atuam
promovendo diretamente o crescimento vegetal por meio da produgdo de acido cianidrico,
fitohormdnios, enzimas, mineralizacdo de nutrientes, solubilizacdo de fosfatos, fixacdo do
nitrogénio e aumento da absorcdo pelas raizes, entre outros (Conn et al., 1997; Lazarovits &
Nowak, 1997).

Dentre os mecanismos de promoc¢do de crescimento vegetal, a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) se destaca por ser a maior responsavel pelo aporte de nitrogénio nos
sistemas bioldgicos, contribuindo com cerca de 65% do nitrogénio fixado (NEWTON, 1999).
Este processo consiste na transformacdo do nitrogénio molecular (N;) em formas mais
reduzidas, como NHj3, que podem ser assimiladas pelos organismos vivos. Além da FBN, a
producdo de fitohormonios, como o 4cido indol acético, da classe das auxinas, tém sido
estudado em bactérias associadas as plantas ao solo (Cattelan et al., 1999).

Ultimamente, o potencial uso de microrganismos como indicadores da qualidade do
solo, vem ganhando espaco, pelo fato de que estes sdo os responsdveis direta e indiretamente
pela melhoria dos atributos do solo (Santos, 2010).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi isolar bactérias presentes em um solo
salino s6dico no Agreste de Pernambuco e avalid-las quanto a producdo de auxina e fixacao

de nitrogénio, quando em associag@o ou ndo com a cultura de Atriplex nummularia.
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Material e métodos

Amostras de solo e vegetal

Para a bioprospeccdo de bactérias as amostras de solo foram coletadas em um
experimento de campo, com plantas de Atriplex nummularia implantado em setembro de
2008 em Neossolo Flivico salino s6dico no Municipio de Pesqueira (PE) (Souza, 2010).
Foram realizadas duas coletas de amostras de solo: uma no periodo chuvoso (agosto/2009),
quando o solo da area experimental encontrava-se completamente saturado por dgua e outra
no periodo seco (dezembro/2009). As principais caracteristicas do solo no inicio do
experimento (setembro/2008) eram: textura média (120 g kg de argila, 500 g kg de silte e
380 g kg de areia), estimada através do método do peneiramento para a separacio da fracio
areia com posterior utilizacdo da sedimentacdo para a estimativa da quantidade de silte e
argila presentes na amostra de acordo com a lei de Stokes; densidade do solo=1,68 g cm'3,
estimada através do método do anel volumétrico, pH=9,1, CEes=21,49 dS m'l, Na*
soliivel=277,29 mmol, I, CI" soliivel=223,78 mmol, 1", PST=30,51% ¢ COT=0,73 dag kg',
todas as andlises quimicas e fisicas seguiram a metodologia proposta pela EMBRAPA (1997).
O experimento foi conduzido em delineamento experimental em blocos casualizados, com
trés tratamentos: planta cultivada sem regime de poda, planta sob regime de poda aos seis e
doze meses e o tratamento testemunha, sem cultivo de Atriplex, em quatro repeti¢des.

Foram coletadas amostras de solo na camada de 0-20 cm em trés locais distintos por
bloco: 1) nas proximidades das raizes (20 cm do colo da planta); 2) no ponto intermediério do
espacamento entre plantas (125 cm), sendo estes feitos apenas nas plantas submetidas a poda,
3) e na drea sem cultivo das plantas (tratamento testemunha). O experimento foi montado em
blocos casualizados (4 ao todo), resultando em um total de 12 amostras coletadas do
experimento.

Nas amostras da zona radicular, foram coletadas juntamente as raizes presentes na
massa de solo, sendo também coletados ramos terminais das plantas de aproximadamente 30
cm contendo folhas, para a determinacao das bactérias endofiticas dos materiais vegetais.

Apés a coleta do solo e material vegetal as amostras foram imediatamente
transportadas ao Laboratério de Genética e Biotecnologia Microbiana (LGBM), da Unidade

Académica de Garanhuns, UFRPE, para que as andlises pudessem ser procedidas.

Isolamento de bactérias do solo e associadas a Atriplex
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Para o isolamento de bactérias do solo distantes 20 cm do colo da planta (Zona
radicular), a 125 cm de duas plantas e no tratamento testemunha, cerca de 5g de cada amostra
foram transferidas para frascos Erlenmeyers (250ml) contendo 5g de pérolas de vidro (0,1cm
de didmetro) e 50ml de tampdo fosfato salino (Phosphate Buffered Saline — PBS: 1,44g 1" de
Na,HPO,; 0,24g I'' de KH,POy; 0,20g I'" de KCI; 8,00g 1" de NaCl; pH 7,4). Estes frascos
forma mantidos sob agita¢do constante a 90rpm por 1h, em temperatura ambiente (28°C). Em
seguida, foram realizadas dilui¢des seriadas em tampao PBS e 100ul foram inoculados em
placa de Petri contendo o meio de cultura TSA 10% (Triptone Soy Agar) acrescido de 5% de
NaCl, suplementado com o fungicida Cercobyn 700 (50 ug ml™), e incubados a 28°C para
avaliacdo apo6s 3, 8 e 14 dias. A populagdo bacteriana total por grama de solo fresco (UFC/g
SF) foi estimada pela contagem de colOnias cultivadas em meio de cultura. Colonias
caracteristicas de cada tipo morfoldgico (referentes a formato, tamanho e coloracdo) foram
repicadas das placas de isolamento, purificadas pela técnica de esgotamento e mantidas a -
20°C, em meio TSA 10% liquido suplementado com 20% de glicerol, que pelo fato de ser um
crioprotetor evita a desidratagdo da membrana bacteriana.

Para realizacdo do processo de obtencdo das bactérias associadas ao rizoplano, foram
utilizados cerca de 3g de raizes, previamente lavadas para retirada do solo agregado, que
foram depositadas em Erlenmeyers (500ml) contendo 5g de pérolas de vidro (0,1cm de
diametro) e 50ml de tampao PBS. Estes frascos foram mantidos sob agitacdo constante a
90rpm por lh, em temperatura ambiente (28°C). Em seguida, foi realizado o mesmo
procedimento utilizado para o solo da raiz e zona radicular. A populagdo bacteriana total por
grama de tecido vegetal fresco (UFC/g TVF) foi estimada pela contagem de coldnias
cultivadas em meio de cultura.

Para o isolamento de bactérias endofiticas foi realizada a desinfeccao superficial das
amostras de folhas e raizes, através de lavagem por 1 minuto em etanol 70%; 3 minutos em
hipoclorito de sédio (NaOClI) a 2% de cloro ativo (v/v) e 30 segundos em etanol 70%, seguido
de duas lavagens em dgua destilada esterilizada. Dessa ultima lavagem em dgua estéril, foi
tomada uma aliquota de 100ul e inoculadas em placa contendo o meio de cultura TSA 10%
acrescido de 5% de NaCl, suplementado com o fungicida Cercobyn 700 (50pg ml™), para ter-
se um controle da eficiéncia da desinfeccdo realizada. Posteriormente, os tecidos foram
cortados em pequenos fragmentos e triturados em 10ml de tampao PBS com o auxilio de
cadinhos e pistilos. Em seguida, todo o material foi transferido para tubos Falcon de 15ml e
mantidos sob agitacdo constante a 120rpm por lh, em temperatura ambiente (28°C). Em
seguida, foram realizadas dilui¢cdes em tampao PBS (100ul) e foram da mesma forma que o

solo, inoculados meio de cultura TSA 10% acrescido de 5% de NaCl, suplementado com o
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fungicida Cercobyn 700 (50 pg ml™), incubados a 28°C e avaliados apés 3, 8 e 14 dias. A
populacdo bacteriana por grama de tecido vegetal fresco (UFC/g TVF) foi estimada pela
contagem de colonias cultivadas em meio de cultura, tendo como base a quantidade inicial
pesada para assepsia e trituragao.

Depois da estimativa das coldnias bacterianas endofiticas e associadas ao rizoplano, as
coldnias caracteristicas de cada tipo morfoldgico foram repicadas das placas de isolamento,
purificadas pela técnica de esgotamento e mantidas a -20°C, em meio TSA 10% liquido

suplementado com 20% de glicerol.

Avaliagdo da capacidade de fixacdo de nitrogénio

As linhagens de bactérias foram avaliadas quanto a capacidade de fixar N, por meio de
teste de inoculacdo das bactérias em meio de cultura com auséncia de nitrogénio. Para isso, as
bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 ml do meio de cultura NFb [5g 1"
de 4cido mdlico; 0,5g I'' de K,HPO,; 0,2 g I'' de MgS04.7H,0; 0,1g 1" de NaCl; 0,01g 1" de
CaCl.2H,0; 2ml I"' Fe.EDTA (solugdo 1,64%), 2ml 1" de azul de bromotimol (0,5%); 2 m1 1"
de solu¢do de micronutrientes (0,2 g I de Na,Mo00,.2H,0; 0,235 g 1! MnS0O4.H20; 0,28 g 1!
H;BOs3; 0,008 g 1t de CuS04.5H20); 1,75 g 1! de agar; pH 6,8], incubadas a 28°C e avaliadas
apo6s 7 dias de crescimento. O resultado positivo foi caracterizado por presenca de um halo de
crescimento no interior do meio de cultura. Todas as andlises foram realizadas em duplicada e
como controle positivo foi utilizada a bactéria diazotréfica endofitica de soja EN303

(Pseudomonas oryzihabitans) (Kuklinsky-Sobral, et al, 2004).

Avaliacdo da capacidade de produgdo de dcido indol acético

A selecao de bactérias produtoras de acido 3-indolacético ou AIA (auxina) foi realizada
por meio de inoculagdo em meio especifico, utilizando-se a técnica qualitativa (Bric et al,
1991). As bactérias foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 ml do meio liquido TSA
suplementado com 5 mM de L-triptofano. Logo apds, os tubos foram mantidos em agitacio
constante a 120rpm por um periodo de 16h, na auséncia de luz. Quando constatado o
crescimento bacteriano, foi realizada uma reagao com o reagente de Salkowski (2% de FeCls
0,5M e 35% de acido perclérico), na relagdo de 1:1. A reacdo foi mantida a temperatura
ambiente por 20 minutos, na auséncia de luz, e somente depois as linhagens bacterianas foram
caracterizadas positiva ou negativamente. Essa caracterizacdo se deu com as diferentes

coloragdes que foram resultantes da reacdo, onde as negativas ndo mudaram de cor e as
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positivas apresentaram uma coloragdo résea, com diferentes tonalidades, sendo classificadas
em+ a +++, de acordo com a intensidade da cor verificada em relagdo ao controle negativo.
Como controle positivo foi utilizada a linhagem endofitica diazotréfica, produtora de AlA,
EN303 (Pseudomonas oryzihabitans) (Kuklinsky-Sobral et al., 2004). Os experimentos foram

realizados em duplicata.

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica da densidade populacional bacteriana os valores da UFCs,
foram submetidos a transformacgdes para loglO de X + 1, para entdo serem analisados pela
ANOVA, a 1% de significancia, no delineamento experimental inteiramente casualizado.

Posteriormente o teste de Tukey foi aplicado para uma comparacao entre médias.

Resultados e Discussao

Solo coletado no periodo chuvoso

A interacdo entre as bactérias encontradas nos diferentes tecidos e solos amostrados e
as plantas de Atriplex nummularia, foram avaliados durante o periodo chuvoso. Foi observado
a presenca de diferentes tipos morfoldgicos bacterianos cultivados em meio de cultura com
alta concentracao salina, classificando-as como halotolerantes.

A Figura 1 apresenta a densidade populacional total das bactérias isoladas de
diferentes tecidos ou solos avaliados. Pode-se observar que o rizoplano deteve o maior
nimero de unidades formadoras de coldnias (UFCs), seguido pela zona radicular, solo
cultivado e solo testemunha, que nao diferiram significativamente entre si. As raizes e as
folhas diferenciaram-se dos quatro primeiros tratamentos, sendo que as raizes ainda obtiveram
maiores valores de UFCs/g do que as folhas. Isto pode ser explicado pelo fato de que grande
parte dos microrganismos evoluiram no sentido de colonizarem a rizosfera das plantas,
beneficiando-se assim dos compostos ricos em carbono, que sdo exsudados pelas raizes
(Sprent & Faria, 1989). Segundo Rovira (1969), embora as quantidades de compostos
organicos exudados pelas raizes ndo sejam em larga escala, raramente excedam 0.4% do
carbono total fotossintetizado, eles tem uma influéncia muito importante nos microrganismos
do solo e podem ser significantes na disponibilidade de nutrientes para as plantas.

Como observado ainda na figura 1, Elvira-Recuenco & van Vuurde, 2000, observaram

que as raizes parecem ser o local preferencial para a colonizacdo de bactérias epifiticas e
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endofiticas, sugerindo que as bactérias endofiticas tendam a se locomover por entre o sistema

radicular durante o desenvolvimento da planta.
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Figura 1- Densidade populacional total de bactérias halotolerantes associadas a A.
nummularia isoladas de: folha, raiz, rizoplano, zona radicular, solo cultivado e solo
testemunha, todos coletados no periodo chuvoso. Médias com diferentes letras diferem entre

si, significativamente pelo teste de Tukey (P<0.05).

O habitat em que as plantas estdo associadas € um ambiente dindmico, no qual vérios
fatores podem afetar a estrutura e a composicdo das espécies e as comunidades bacterianas
que colonizam os tecidos das plantas. Alguns desses fatores sdo as mudancas climdticas ou
estacionais, os proprios tecidos das plantas, as espécies destas e os cultivares, além do tipo do
solo (Fromin et al., 2001; Mocali et al., 2003; Kuklinsky-Sobral et al., 2004). Um melhor
entendimento a respeito destas associagdes € fundamental para compreender como os
processos bioldgicos associados as plantas sdo influenciados pelos fatores ambientais.

Um total de 41 bactérias foram isoladas, quando em associacdo com a Atriplex
nummularia, das folhas, raizes, rizoplano, zona radicular, solo cultivado, além do solo
testemunha. A quantidade de bactérias analisadas por cada regido coletada foram de
respectivamente 12, 4, 6, 7, 5 e 7. Estas bactérias foram escolhidas aleatoriamente, depois do
isolamento, e foram avaliadas quanto a possibilidade de fixar nitrogénio atmosférico. Os
resultados revelaram que 56% dos isolados halotolerantes foram capazes de crescer em meio
livre de nitrogénio. Bilal ef al. (1990) observaram que havia uma atividade da nitrogenase
associadas as raizes em Atriplex spp. Da mesma que os resultados encontrados no presente
trabalho, a percentagem de bactérias fixadoras de nitrogénio foi maior (maior que 60%), para

as bactérias com interagdo proxima com as plantas hospedeiras, do que nos resultados
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conseguidos (Figura 2). Os diferentes padrdes quanto ao resultado da fixacdo do nitrogé€nio

atmosférico sdo mostrados na figura 3.
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Figura 2. Frequéncia de bactérias associadas a A. nummularia fixadoras de nitrogénio isoladas
de: folha, raiz, rizoplano, zona radicular, solo cultivado, solo testemunha, dos isolados

coletados no periodo chuvoso.

Figura 3. Padrdes de resultados da fixacdo de nitrogénio. A figura a apresenta o padrdo
considerado positivo, identificado através da mudanca da coloracdo do meio e formacdo de

halo préximo a superficie. A figura b mostra o tratamento controle negativo.

Das 41 bactérias isoladas, apenas 33 conseguiram se desenvolver em meio liquido,
portanto, apenas estas foram utilizadas para a realizacdo do teste de producdo de AIA. Do
total de bactérias testadas, aproximadamente 70%, revelaram a capacidade de produzir o
acido em questdao (Figura 4). Os diferentes padrdes de coloracdo obtidos no resultado de

producdo de AIA estdo apresentados na figura 5.

Pode-se observar que a maior concentragdo de bactérias produtoras de AIA sdo
endofiticas de raizes. Sarwar & Kremer (1995) avaliaram 16 isolados da rizosfera de
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diferentes plantas e verificaram que os isolados associados a raiz das plantas eram mais

eficientes na producdo de auxinas do que os ndo associados as plantas.
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Figura 4. Frequéncia de bactérias associadas a A. nummularia produtoras de AIA isoladas de:
folha, raiz, rizoplano, zona radicular, solo cultivado, solo testemunha, com isolados coletado

no periodo chuvoso.

Figura 5- Padrdes de coloragdo para producdo de AIA. A figura mostra as diferentes
tonalidades de cores encontradas. Sendo a primeira, da esquerda pra direita, o controle

negativo e as outras trés diferentes tonalidades para o resultado positivo.

Um trabalho realizado por Omay et al (1993), trabalhando com Azospirillum, mostra
que dependo das condi¢des em que as bactérias estdo inseridas, principalmente quanto a
quantidade de carbono disponivel, pode acontecer uma estimulacdo da produgdo de AIA, em
locais proximos a rizosfera, por conta da competi¢do pelos substratos organicos liberados
pelas raizes. Segundo dados obtidos por Narayanaswami & Veerraju (1996) houve uma

deteccao de uma quantidade trés vezes maior de AIA na rizosfera, do que nos outros locais
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estudados. Estas afirmativas vdo de encontro aos resultados obtidos na producdo de AIA,
provavelmente pelo fato de haver uma baixa competi¢cdo no local, por conta de uma densidade
populacional mais baixa, ocasionada pelos altos niveis de sais no solo.

Em trabalho realizado por Tripathi & Mishra (1998) foi observado que elevadas
concentracdes de NaCl inibiram o crescimento e producdao de AIA em bactérias. Radwan et
al. (2005), observaram que a adi¢do de NaCl ao meio de cultivo inibiu apenas a produgdo de

. . . . -1
auxina, em duas estipes bacterianas em doses superiores a5 g L.

Solo coletado no periodo seco

Como observado durante o isolamento realizado no periodo chuvoso, no periodo seco
também houve uma variedade de grupos morfol6gicos encontrados no meio de cultura onde
as bactérias foram inicialmente isoladas.

A Figura 7 apresenta a densidade populacional total das bactérias encontradas, nos
diferentes tecidos ou solos utilizados. Pode-se observar que o rizoplano, a exemplo do
primeiro isolamento, deteve o maior nimero de unidades formadoras de coldnias (UFCs),
seguido pela zona radicular, raiz e solo testemunha, que nao diferenciaram-se
significativamente entre si, nem entre o rizoplano ou o solo cultivado. A folha, também como
no primeiro isolamento, gerou uma menor quantidade de UFCs.

Fernandes et al. (2001), trabalhando com bactérias endofiticas de folha de coqueiros
encontrou valores mais baixos de UFCs, do que as encontradas no presente trabalho, mesmo
estas tendo obtido os menores valores entre os tratamentos do isolamento.

Para que o metabolismo das bactérias funcione adequadamente, as mesmas devem
estar adequadas as condicdes edafoclimaticas locais. Todos os isolados bacterianos do
primeiro e segundo isolamento desenvolveram-se em meio contendo 50 g/l de NaCl, o que
demonstra a adaptacdo das bactérias em relacdo ao solo extremamente salinos do qual foram
coletadas.

Nobrega et al. (2004), trabalhando com diversas estirpes bacterianas provenientes de
varios pontos do Brasil e também da Africa, ndo encontraram crescimento de UFCs em meios
contendo uma concentracdo maior que 30g/l de NaCl. Medeiros et al. (2007), trabalhando
com bactérias fixadoras de nitrogé€nio, encontraram em todas as estirpes estudadas, uma
tolerancia a salinidade de 50g/1.

Estas observacdes sdo de fundamental importancia, pois a partir delas, pode-se obter
explicacOes para as diferencas de comportamento da fixagcdo de nitrogénio e produgdo de AIA

do segundo em relagdo ao primeiro isolamento.
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Figura 7- Densidade populacional total de bactérias halotolerantes associadas a A.
nummularia isoladas de: folha, raiz, rizoplano, zona radicular, solo cultivado e solo
testemunha, em solo coletado no periodo seco. Médias com diferentes letras diferem entre si,

significativamente pelo teste de Tukey (P<0.05).

Ao todo 32 bactérias conseguiram ser isoladas quando em associacdo com a Atriplex
nummularia, das folhas, raizes, rizoplano, zona radicular, solo cultivado, além do solo
testemunha, para o periodo seco. A quantidade de bactérias analisadas por cada regidao
coletada foram de respectivamente 7, 6, 6, 4, 5 e 4.

Dos 32 isolados, 50% foram capazes de fixar nitrogénio, onde diferentemente do
periodo chuvoso, a folha foi o local onde foram encontradas a maior parte das bactérias
fixadoras (figura 8). Isto pode ser explicado pelo fato de que as plantas de Atriplex, mesmo
em periodo seco, conseguem reduzir seu potencial osmoético a niveis muito baixos (Souza,
2010), para conseguir captar a 4gua do solo, mantendo desta forma a homeostase no interior
dos tecidos, promovendo um ambiente adequado para o metabolismo bacteriano.

Pode-se notar ainda, em relacdo ao primeiro isolamento, que com exce¢do das folhas,
apenas a zona radicular obteve um aumento no percentual das bactérias fixadoras, sendo que a
raiz, rizoplano, solo cultivado e solo testemunha, tiveram quedas expressivas no percentual
em questdo. O que ja demonstra em relacdo ao primeiro isolamento, que a quantidade de dgua

disponivel no solo € um fator determinante para o desenvolvimento das espécies.
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Figura 8. Frequéncia de bactérias associadas a A. nummularia fixadoras de nitrogénio isoladas
de: folha, raiz, rizoplano, zona radicular, solo cultivado, solo testemunha, em solo coletado no

periodo seco.

King & Purcell (2005), avaliaram a inibi¢ao da fixacdo de nitrogénio em soja quando
submetidos a estresse hidrico. Com a diminuicdo na disponibilidade de dgua, as cultivares
estudadas apresentaram diminui¢do da atividade nitrogenase, provocando um aumento da
quantidade de aminodcidos exportados para as raizes e posteriormente para as folhas,
desencadeando um feedback que inibiu a fixa¢do do nitrogénio.

Do total de 32 isolados bacterianos, 66% mostrou-se capaz de crescer em meio
liquido, portanto, foram utilizados para os testes de producdo de AIA. Destes, 71% revelaram
a capacidade de producdo do 4cido (Figura 9). Os diferentes padrdes de coloragdo resultantes
do teste estdo expostos na figura 5.

Em comparagdo ao primeiro isolamento, observa-se claramente o aumento do
percentual de bactérias produtoras de AIA no rizoplano e zona radicular. Isto se deve,
provavelmente, a tentativa da promocao da homeostase do crescimento das raizes mesmo em
condic¢des de falta de d4gua, podendo caracterizar um estresse hidrico.

Segundo Baldani & Baldani (2005), a quantidade produzida de auxinas, pode ser
limitante para a maior absor¢ao de nitrogénio pelas raizes. O desenvolvimento destas através
de pélos radiculares permite uma melhor exploragdo do solo e consequentemente acaba por

beneficiar as plantas em condi¢Oes de estresse hidrico (Creus et al., 2004).
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Figura 9. Frequéncia de bactérias associadas a A. nummularia produtoras de AIA isoladas de:
folha, raiz, rizoplano, zona radicular, solo cultivado, solo testemunha, em solo coletado no

periodo seco.

Provavelmente por conta de ndo sofrer influéncia ou interferéncia das raizes o solo
testemunha obteve os valores menores de bactérias fixadoras de nitrogénio e produtoras de
AIA, mostrando que as plantas de Atriplex, promovem uma melhoria nas condi¢des do solo, o

que permite um melhor desenvolvimento das bactérias.

Conclusoes

e Solos salinos e cultivados com Atriplex apresentam associacdo com bactérias
halotolerantes e com caracteristicas de promocdao de crescimento vegetal, como
producdo de auxinas e fixagdo de nitrogénio;

¢ A maior ou menor quantidade de dgua no solo influenciou diretamente a densidade
populacional total de bactérias halotolerantes;

e A umidade no solo na coleta das amostras de solo foi delimitante para o percentual de

bactérias fixadoras de nitrogénio ou produtoras de AIA.
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Conclusoes finais

e A atividade bioldgica no solo foi diretamente proporcional a proximidade das raizes de
Atriplex nummularia e também as condicdes de umidade no ambiente em questao.

¢ A densidade bacteriana mostrou-se maior, nos dois periodos coletados, no rizoplano,
indicando a existéncia de exudatos radiculares promovendo uma melhoria nas
condi¢Oes ambientais para o desenvolvimento das bactérias relacionadas.

e O cultivo de plantas de Atriplex nummularia promove uma melhoria na qualidade de
solos salinos e soédicos, que reflete em um maior nimero de microrganismos
encontrados.

e O estado de umidade no solo diferenciou a populacdo de bactérias encontradas, bem
como o percentual de bactérias fixadoras de nitrogénio ou produtoras de AIA;

e Estudos mais avancados da identificacdo das bactérias isoladas e suas associacdes
devem ser desenvolvidos para evidenciar os efeitos desses microrganismos no

desenvolvimento de mudas e de plantas de Atriplex nummularia em campo
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