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RESUMO

CATTONY, E. B. M. (2001) Avaliagio da diversidade microbiana e das caracteristicas
fisico-quimicas de solo submetido ao cultivado de cana-de-agiicar. Sdo Carlos, 2001,
79p. Dissertagdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de
Séo Paulo.

A utilizagdo de técnicas moleculares tém facilitado o estudo de comunidades
bacterianas complexas no ambiente. O presente trabalho teve como objetivo utilizar a
técnica DGGE para avaliagdo dos efeitos do aumento da temperatura, causado pela
queima de um canavial, na estrutura da comunidade bacteriana de solo, com énfase
ao grupo dos actinomicetos. Foram coletadas amostras de solo em diferentes
profundidades, antes e depois da queima, e dados fisico-quimicos e climaticos
associados. O DNA da comunidade bacteriana foi amplificado utilizando conjunto de
primers especificos para o0 Dominio Bacteria e para o grupo de actinomicetos, € 0s
produtos de amplificagdo analisados por DGGE. Resultados obtidos para as
populagdes de actinomicetos nfio foram conclusivos. Apesar da variagio dos
pardmetros fisico-quimicos do solo provocadas pela queima, os padrées de bandas
obtidos com os primers para o Dominio Bacteria, apresentaram-se uniformes. Sendo
assim, nas condi¢des de estudo deste trabalho, os resultados obtidos nfio revelaram

alteragdes na estrutura da comunidade bacteriana do solo de canavial depois da

queima.

Palavras chave: Cana-de-agucar, microbiota do solo, actinomicetos, técnicas
moleculares, DGGE.
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ABSTRACT

CATTONY, E. B. M. (2001). Evaluation of microbial diversity and physic-chemicals
parameters of sugarcane plantation soil. Sfo Carlos, 2001, 79p. Dissertagéio (Mestrado)
— Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Séo Paulo.

The utilization of molecular techniques has facilitated the study of complex
bacterial communities in the environment. The present study aimed at using DGGE
technique to evaluate the effect of temperature variation, caused by sugar-cane
plantation burn, in the soil bacterial community structure emphasizing the
actinomycete group. Soil samples from different depths, were collected before and
after the burn, as well as physical-chemical and climatic associated data. The
bacterial community DNA was amplified using a specific primer set and the
amplification products analyzed by DGGE. The results obtained for the actinomycete
populations were not conclusive. Despite the variation of the soil parameters caused
by the burn, the band patterns obtained used in this study were uniform. Therefore,
under the conditions used in this study, the results obtained did not show any
alteration in the structure of soil bacterial community associated with sugar-cane

plantation after the burn.

Keywords: DGGE, microbial community of soil, actinomycetes, molecular techniques,

sugar cane.
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1. INTRODUCAO

O governo brasileiro criou o Pro-Alcool através do Decreto Federal niimero
76.593 de 14 de Novembro de 1975, um programa que visou a organizagdo de um
sistema agricola voltado para a produgdo de cana-de-agticar e de implantagdo de
usinas para a geragdo de etanol (alcool) como combustivel alternativo aos
combustiveis derivados do petrdleo. Por ser o alcool menos agressivo ao meio
ambiente, a implementagfo da agroindistria canavieira revelou-se como um possivel
grande passo para o desenvolvimento energético e sustentavel nacional (CETESB,
1993).

Até 1975 eram produzidos no pais cerca de 500 milhdes de litros de dlcool
por ano, utilizados na fabrica¢fio de bebidas e agticar, além da industria farmac€utica.
Ap6s a criagio do Pro-alcool, ja em 1976 o alcool passou a ser adicionado & gasolina
dos automaveis, e em 1979 foram fabricados os primeiros veiculos movidos por esse
combustivel (KIRCHHOFF, 1991).

Por volta de 1985, quando o programa ja estava em operagéo por dez anos, 0s
resultados mostravam que US$ 6,5 bilhdes haviam sido investidos na produgéo de 50
bilhdes de litros (13 bilhdes de galdes) de etanol, 500.000 empregos tinham sido
criados, 2,5 milhdes de veiculos utilizavam etanol puro e a gasolina dos postos era
acrescida de 20% de etanol (GOVERNO, 2000).

Logo no inicio da produgdo dos automéveis movidos a etanol, ocorreu uma
elevagio na produgdo de alcool para doze bilhdes de litros anuais. No ano de 1989, a
area da cana-de-agucar colhida em todo o Brasil era de 4,1 milhdes de hectares,
sendo que o Estado de Sdo Paulo sozinho contribuia com mais de 50% da produgéo
nacional (KIRCHHOFF, 1991).

Atualmente, o Brasil possui tecnologia e equipamentos capazes de manter

uma produgfio anual de 16 bilhdes de litros de etanol, o que tem resultado na
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exportagio desse parque tecnolégico alcooleiro. O Pré-Alcool teve uma notavel
contribuigo aos esforgos necessarios a protegdo ambiental, tendo propiciado uma
grande redugdo no nivel de monodxido de carbono liberado pelos veiculos
automotores pela substituigdo da gasolina. Um grande numero dos automdveis em
circulagdio no Brasil ainda ¢ movido a etanol. Contudo, no periodo compreendido
entre 1985 e 1999 ocorreu significativa redugfio da produgdo de veiculos novos
movidos a alcool, que decresceu de 96% do total de automdveis produzidos para
0,5% (GOVERNO, 2000).

Da mesma forma que o cultivo da cana-de-aglicar traz beneficios, uma alta
diversidade de problemas também estid relacionada a ele. KIRCHHOFF (1991)
indicou alguns prejuizos ao meio ambiente advindos da monocultura sucro-
alcooleira, como por exemplo, a perda de extensas areas nativas, as conseqiiéncias do
uso de agroquimicos ¢ pesticidas, a nfio rotatividade de culturas e os problemas
relacionados com a colheita da cana-de-agicar, como a queima prévia da area
plantada.

Pode-se enumerar alguns dos efeitos deletérios das areas cultivadas quando
da pratica da queima, destacando-se alteragdes no solo, tais como desnudagdo e
elevagio da temperatura, erosdo, lixiviagfo, déficit hidrico, oxidagdo de compostos
organicos, alcalinizagfo, perda de nutrientes para a atmosfera, redugdo da biota na
camada superior e aceleragfo do processo de mineralizagio (OLIVEIRA, 1994).

Em relagdo a biota do solo, verifica-se que o0s microorganismos sfo
diretamente afetados pelos fatores anteriormente citados. Os microrganismos do solo
estdo intimamente relacionados a uma série de fungbes orgdnicas do sistema de
captagdo e transformagfo dos nutrientes para os vegetais, sem considerar todos os
demais papéis atribuidos a esses seres vivos microscopicos no ciclo da vida e
manutengdo do meio ambiente, como por exemplo fixagdo de nitrogénio e
degradagdo de compostos recalcitrantes (MANUAL GLOBAL DE ECOLOGIA,
1996).

Quando fatores ndo naturais alteram um ou mais componentes de um
microecossistema, conseqiientemente a funcionalidade do mesmo é comprometida.

Este desajuste funcional muitas vezes ultrapassa a barreira do invisivel ¢ afeta até
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mesmo o proprio homem, como por exemplo, no processo de desertificagdo do solo
causado por desmatamento (ODUM, 1993).

O estudo da diversidade e da estrutura funcional de um microecossistema ¢
fundamental para o desenvolvimento sustentavel. A dgua potavel e solos férteis sao
colocados como prioridades ambientais para o proximo século. O desenvolvimento
sem critérios de sustentabilidade, tanto das nagdes ricas como das pobres, traz como
conseqiiéncia grave a degradagio do solo, das florestas, da agua e do ar do Planeta,
dos quais toda vida depende (MANUAL GLOBAL DE ECOLOGIA, 1996).

No presente trabalho, o solo cultivado para a produgio da cana-de-agtcar foi
escolhido como o ecossistema de interesse. A identificagdo da microbiota e dos
processos bioldgicos sfio essenciais para a preservagfio de qualquer solo. Assim, os
esforgos para ampliar o conhecimento sobre a diversidade microbiana e filogenia dos
microrganismos, em especial aqueles do Dominio Bacteria, sdo fundamentais para a
exploragfio de novos isolados de interesse ambiental e industrial (MANFIO, 2000),
bem como para monitorar as alteragdes dos diferentes tipos de solos.

A énfase dada & sistematica molecular nos ultimos anos parece ser uma
resposta mais rapida ao entendimento da diversidade bacteriana, somando-se, sem
duvida, as praticas tradicionais para a compreensdo da estrutura e func#o fisioldgica
das células procaridticas. A taxonomia tradicional ndo deve prevalecer, pois a
identifica¢fio de espécies ndo ¢ meramente uma questdo de denominar uma espécie
bacteriana, mas de situa-la, sobretudo, em seu contexto ecolégico. Andlises
fenotipicas ¢ genotipicas combinadas sdio fundamentais no esclarecimento da
diversidade bacteriana (ROSADO et al., 1997).

Técnicas moleculares vém sem sendo utilizadas para a analise de toda
comunidade bacteriana, incluindo organismos cultivados e ndo-cultivados da
comunidade. Trabalhos com amostras de solo foram e continuam sendo realizados

por diferentes pesquisadores, cabendo citar alguns deles:

» NINER ef al. (1996) estudaram seqii€ncias de RNAr 16S, via PCR, de

actinomicetos isolados de nddulos da raiz de Casuarina equisetifolia no México;
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» STEPHEN et al. (1996) usaram a técnica PCR para estudar a diversidade, no solo
e em sedimentos do mar, do gene RNAr 168, seqiiéncia relacionada ao subgrupo-/
de bactérias oxidadoras de amonia;

» TORSVIK ef al. (1998) usaram a combinagio de duas técnicas, a técnica do PCR
e a do DGGE, para obter informag¢des sobre mudangas numéricas de populagdes
dominantes de bactérias no solo e em sedimentos;

» DUARTE er al. (1998) extraindo RNA ribossdmico e DNA gendmico, estudaram
a diversidade bacteriana na comunidade de amostras de solo;

» GELSOMINO et al. (1999) também utilizaram a combinagdo destas duas
técnicas, PCR e DGGE, para estudar a similaridade entre comunidades bacterianas
dominantes de solos de mesmo tipo;

> NUSSLEIN & TIEDIE (1999) usando trés técnicas diferentes de biologia
molecular, fracionamento do DNA pelo contetido de guanina e citosina, amplificagfo
do DNA via PCR com posterior uso da técnica ARDRA (digestdo dos clones de
DNA por enzimas de restrigdo, a fim de gerar um padrio de bandas em um gel de
agarose) ¢ analise filogenética de clones especificos através de um seqlienciamento.
Entdo, estudaram as variagdes dentro da comunidade bacteriana de um solo
submetido a troca da mata natural por pastagem;

» OLIVEIRA (1999) utilizou uma abordagem molecular direta e rapida, baseada no
uso de sondas e primers especificos, para detectar e avaliar a diversidade de rizobios

em amostras de solo submetidas a diferentes praticas agricolas.

O estudo sobre a diversidade microbiana foi bastante facilitado com o
advento da técnica da "eletroforese em gel de gradiente desnaturante” - Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis - ou simplesmente DGGE. Com a técnica DGGE tem
sido possivel a diferenciagio de duas linhagens de bactérias através da andlise de
padroes de bandas em um gel de gradiente desnaturante. HEUER et al. (1997)
utilizaram esta nova técnica para estudar a comunidade de actinomicetos em
amostras de solo, demonstrando quéo til e diversificada pode ser esta nova forma de
abordagem. Desta forma o uso do DGGE vem sendo disseminado nos ultimos anos,
demonstrando seu valor nfo apenas na caracterizagdo de comunidades complexas,

como também para inferir afiliagfio filogenética dos membros de uma comunidade,
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monitorar o isolamento de bactérias a partir de amostras ambientais, ou estudar a
dindmica de populagdes especificas em fungdo de variagdes ambientais ou das
condig¢des operacionais de um sistema.

O presente trabalho teve como objetivo obter informagdes sobre a diversidade
genética de comunidades bacterianas no solo cultivado com cana-de-agicar de uma
regido do estado de Sdo Paulo, mais especificamente, do municipio de Araraquara.

A técnica DGGE foi usada para resolver fragmentos do DNAr 16S
amplificados via PCR (“Polymerase Chain Reaction” - Reag#io de Polimeriza¢io em
Cadeia), e as condi¢des locais do ecossistema foram avaliadas atraves da temperatura

e indices de pluviosidade.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais:

» Avaliar a influéncia da queima do canavial no aumento da temperatura do solo em
diferentes profundidades;

» Avaliar a influéncia do cultivo da cana-de-aglcar nas caracteristicas fisico-
quimicas do solo;

» Utilizar a técnica Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) na avaliagio
da comunidade bacteriana de amostras de solo submetido a atividades para o cultivo

da cana-de-agucar.

Objetivo especifico:

» Avaliar a presenga do grupo de actinomicetos nas amostras de solo estudadas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo sobre os temas abordados nessa Dissertagdo procurara
focalizar a probleméatica do impacto das praticas agricolas do cultivo da cana-de-
agticar, bem como da produgfo do 4lcool sobre o meio ambiente, em especial a
microbiota do solo. Além disso, apresentard também resultados de pesquisas sobre a
utilizagdo das técnicas moleculares para a avaliagdo da diversidade microbiana
ambiental, especialmente do solo, destacando a evolugdo das mesmas ao longo dos
ultimos anos e ressaltando aquela escolhida no trabalho experimental desse mestrado,
a técnica DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), ou eletroforese em gel

de gradiente desnaturante.

3.1. Praticas do cultivo da cana-de-ac¢iicar: Alteracdes e Impactos no Ambiente

A regulamentagdo sobre impactos ambientais se deu com a Resolugfo
CONAMA 01 de 23 de setembro de 1986, que enumerou algumas atividades que
resultam em impactos ambientais no territério nacional, bem como aquelas em
potencial, e recomendou estudos necessdrios para o diagndstico ¢ avaliagio dos
mesmos (CETESB, 1988).

A constituigo brasileira de 1998 garante o direito de todos ao meio ambiente
ecologicamente equilibrado e essencial a sadia qualidade de vida, sendo considerado
um impacto ambiental qualquer a¢8o que altere este equilibrio do meio. Além disso,
ela conceitua o meio ambiente como “bem de uso comum do povo” e, dessa forma,
ndo pode ser apropriado nem negociado (MACHADO, 1998).

Assim, todo complexo agroindustrial, inclusive o sucro-alcooleiro, deparou-

se com a necessidade de realizar estudos prévios sobre impactos ambientais,
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incluindo neste os aspectos fisicos, bioldgicos e sdcio-econdmicos-culturais
(MELLO, 1997).

A cana-de-agtcar foi descrita cientificamente pela primeira vez por Linneu
em 1753, e recebeu o nome genérico de Saccharum. B uma planta herbécea da
familia das gramineas ¢ tem cinco espécies principais, a Saccharum spontaneum L.
ou “cana selvagem”, que provavelmente possui espécies silvestres no continente
asiatico, a Saccharum officinarum L. ou “cana nobre”, a Saccharum sinnensis ou
“cana chinesa”, a Saccharum barberi jeswiet ou “cana indiana” e a Saccharum
robustum jeswiet ou “cana javanesa” (MELLO, 1997). Supde-se que a planta
originou-se em Nova Guiné ou na India (BASTOS apud MELLO, 1997) e dali
disseminou-se. As chinesas e indianas sfo consideradas hibridas (S. spontaneum e S.
officinarumy).

A devastagiio da vegetagdo nativa substituindo-a por monoculturas, como a da
cana-de-agiicar, sem nenhum programa governamental de reflorestamento e
replantio, marcou o inicio da agressfio ambiental pela industria sucro-alcooleira em
1975 com a implementagdo do Programa Pré-Alcool (KIRCHHOFF, 1991).

Certos tratamentos agricolas utilizados pelo setor podem ser rudimentares e
de forte impacto ao meio ambiente, como por exemplo, o uso do fogo na pré-colheita
da cana-de-agicar.

A industria sucro-alcooleira também constitui uma fonte de poluigdo
ambiental, em fungdo da dgua residudria gerada durante o processo de destilagdo do
alcool, a vinhaga, que pode atingir corpos d'dgua e/ou solos (CETESB, 1988). A
vinhaga possui elevado conteudo de matéria orgdnica, como sera posteriormente
apresentado.

As medidas de prevengio e solugdo a poluigdo do meio pelas atividades da
industria sucro-alcooleira se concentraram prioritariamente na remogfo dos
poluentes langados nos corpos d'4gua, com menor atengio a pratica da queima prévia
do vegetal, antes do corte, e ao uso mais racional dos defensivos agricolas (ou
agrotoxicos ou agroquimicos) (KIRCHHOFF, 1991). Essas medidas tém tido como
objetivo nfo somente a minimizagdo dos impactos ambientais, mas também a
possibilidade de co-geragdio de energia através da queima do bagago e de parte da

palha advinda do campo. Ainda, a utilizagdo de sistemas de tratamento da vinhaga,

BASTOS, E. (1987). O verde mar de energia. fcone Editora.
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como a tecnologia da digestdo anaerdbia de residuos, foi uma das solugdes nacionais
mais atraentes (VAZOLLER, 1995). Porém, a vinhaga ¢ ainda bastante aproveitada
para enriquecer o solo para o plantio de cana-de-agticar (MELLO, 1997).

O solo, sem duvida, constitui o ambiente reservado a qualidade de um plantio.
S#o suas caracteristicas bidticas e abidticas as responsaveis pelas condi¢des propicias
ao desenvolvimento adequado, por exemplo, da cana-de-agucar. Os componentes
bidtico (matéria orginica e diferentes populagdes de seres vivos) e abidtico
(minerais, contetido de agua, temperatura, entre outros) estfdo intimamente ligados no
solo, o qual, por definigdo, consiste de uma camada intemperizada da crosta terrestre
com organismos vivos e os produtos da sua decomposigdo. A fragdo mineral
contribui com menos da metade do volume total do solo, sendo originaria da
desintegragdo e decomposigdo das rochas com o decorrer do tempo. A matéria
orgdnica usualmente contribui com aproximadamente 3 a 6% do total. A porgéo
"viva" do solo, incluindo pequenos animais e microorganismos, soma menos do que
1% de seu volume total. O restante, quase metade do volume total se deve a natureza
porosa do solo (ALEXANDER, 1961).

A camada superior mais superficial do solo é composta de restos de plantas e
de animais que sfo reduzidos 4 matéria orgénica parcialmente degrada pelo processo
de humifica¢fio. Esta fina camada pode ser considerada um tipo de subsistema
ecoldgico, no qual os microrganismos (células procaridticas, na maioria bactérias,
assim como fungos) trabalham em conjunto com pequenos artropodes (dcaros e
colémbolos) para decompor a matéria organica (ODUM, 1993). Apesar de todas as
particulas de solo apresentarem superficies para o desenvolvimento de coldnias de
microorganismos, a argila e a matéria orgnica coloidal séo as particulas que t€m os
menores didmetros e, portanto, solos argilosos ricos em matéria orginica apresentam
uma maior area superficial para interagdes com o0s microorganismos € seus
respectivos produtos. As interagdes da argila e das substdncias himicas com os
microorganismos, enzimas e nutrientes sdo acentuadas pelas suas associagdes 10nicas
(TATE, 1995).

Dentro do contexto nacional da agroindustria, a industria sucro-alcooleira tem
uma participagio recente bem expressiva. Segundo o Instituto do Alcool e Agucar

(IAA) o investimento total no Programa Nacional do Pro-Alcool, incluindo recursos
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privados e financiados nas 4reas rural e industrial foi de US$ 10,5 bilhdes até
1990.Em compara¢lio, mais de US$ 18,3 bilhdes foram poupados através da
substitui¢@io da gasolina pelo &lcool.

O cultivo da cana-de-aglicar se enquadra dentro do que se caracteriza uma
monocultura (utilizagdo de terra para o uso de somente uma cultura). O uso desta
pratica acarreta diferentes problemas, como anteriormente indicado. O
empobrecimento rapido do solo e o aparecimento constante de pragas sdo os mais
comuns. Os dois conduzem ao uso intensivo de fertilizantes e agrotdxicos que
alteram os processos biologicos, quimicos e fisicos do solo e posteriormente
provocam também a contaminagfo de lengois-freaticos e corpos d’agua superficiais.
Além disso, no Brasil, o sistema de colheita mais freqiiente é o que adota a pratica da
queima, ja comentado, porém € mais agressiva ao ambiente apesar da facilidade para
a colheita de cana-de-agtiicar pelos empregados. A colheita mecanizada, que seria
uma alternativa mais adequada para o ambiente, necessita de altos investimentos e de
um acordo entre empresarios, trabalhadores e governo, para poder ser implementada
com expressividade (KIRCHHOFF, 1991).

Utilizando a técnica do C, CERRI e al. (1992) acompanharam ganhos e
perdas de matéria organica e também estabeleceram a sua origem em solo desmatado
cultivado com cana-de-agiicar. A Figura 1 mostra as curvas de variagdo do estoque
de carbono orgénico total do solo de uma area desmatada e posteriormente cultivada
com cana-de-agucar ¢ de uma area adjacente com o remanescente da mata natural,
em fungdo do tempo. A cobertura natural do solo pelo hiimus da mata tem uma
fungdo nutricional na medida que serve como reservatorio de lenta liberagdo de
nitrogénio, fosforo e enxofre para o crescimento das plantas € microorganismos do
solo. O mesmo ndio ocorre com a palhada da cana devido, principalmente, a
destruigdo da palhada pela préatica da queima antes da colheita. Quando o equilibrio
de um ecossistema natural € rompido e o solo utilizado para fins agricolas, nota-se
que, apesar da incorporagdo dos restos da cultura, o solo se torna cada vez mais
pobre em carbono (CERRI ef «/., 1992).
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Fonte: CERRI et al. (1992).

Figura 1. Curvas de variagiio do estoque de carbono orgénico total, de solo de uma
area desmatada e posteriormente cultivada com cana-de-agiicar e, de solo de uma
area adjacente 4 mesma cultura com remanescente da mata natural, em fun¢fio do
tempo de cultivo.

Os impactos da queima da cana-de-agticar no solo so muitos e podem ser
melhor entendidos através da existéncia de interagfo solo - fogo, descrita a seguir. O
fogo pode ser considerado de ocorréncia natural, mesmo ndo sendo freqiiente,
exercendo uma significativa influéncia sobre a estrutura ¢ o funcionamento de
diversos tipos de ecossistemas terrestres, sendo capaz de delimitar caminhos
evolutivos muito diferentes daqueles que ocorreriam na sua auséncia. O fogo causa
uma elevagio da temperatura do solo no local em que ele ocorre sendo que a
quantidade de energia térmica liberada depende da massa de material combustivel,
do vento, do grau de umidade, da biomassa vegetal etc. O fogo ainda causa a
remocéo da serapilheira (camada de detritos vegetais que se acumulam ao longo do
tempo sobre o solo) e expde o solo mineral diretamente ao impacto das gotas da
chuva, causando modificagGes de estrutura e porosidade nas camadas superficiais
(NEARY et al., 1999).

Com a oxidag#o no solo de compostos organicos pela combustio, ocorre uma
perda maior de dnions do que de cations (como célcio, magnésio e potdssio). As
cinzas sfio geralmente ricas em Oxidos soluveis de bases, que se transformam em

carbonatos capazes de neutralizar a acidez do solo. A alcalinizagio do ambiente
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melhora as condigdes para a atividade de microorganismos assimiladores de
nitrogénio (fixadores de nitrogénio), tais como Clostridium ssp. (bactéria anaerobia)
e Azotobacter ssp. (bactéria aerébia), os quais, apenas nos primeiros 8 a 10 cm da
superficie, sfio capazes de assimilar de 15 a 30 kg de nitrogénio por hectare
(OLIVEIRA, 1994). Ainda, segundo MADIGAN (1997) o mais vigoroso fixador de
nitrogénio ¢ o Clostridium pasteurianun, que provavelmente € o responsavel pela
maior parte da fixagdo anaerdbia de nitrogénio no solo.

A biomassa microbiana do solo age como uma retentora de nutrientes,
transportando estes das camadas mais superficiais até¢ camadas nélo superficiais. Na
maioria dos solos araveis a biomassa microbiana que retém carbono e nitrogénio,
respectivamente, € representada por aproximadamente 1 a 3% do carbono organico
total do solo, e 2 a 6% do nitrogénio total no solo. O fogo induz o decréscimo da
biomassa microbiana que retém carbono e nitrogénio no solo. As concentragdes de
carbono e nitrogénio pelas comunidades microbianas somente retornam aos teores
normais depois de um periodo préximo a dez anos (FRITZE et al., 1993).

A queima conduz também a uma redugfo da biomassa de fungos no horizonte
orgdnico do solo (camada superficial), provocando uma mudanga significativa na
composi¢do de espécies da microbiota. Em contraste, a composi¢fio de espécies de
fungos no solo mineral (camadas mais profundas) ndo ¢ alterada pela queima do solo
(BISSET & PARKINSON, 1980).

Quando a vegetagdo queima, parte de seu estoque de nutrientes minerais ¢
perdida para a atmosfera na forma de gases (nitrogénio, enxofre) ou particulas
extremamente pequenas (cdlcio, potdssio, fosforo). O restante dos nutrientes fica
depositado na superficie do solo como cinzas, dai a razio do fogo promover uma
adubagdo em curto prazo, pratica muito comum na abertura de regides de pastagens
na Floresta Amazonica. Evidentemente a agéio do fogo, em longo prazo, € diminuir o
estoque mineral do solo. Parte dos nutrientes perdidos para a atmosfera retornam ao
solo pela agfio da gravidade ou em solugdio com a agua da chuva (COUTINHO,
1982). Em vegetagdo de cerrado, dados obtidos pelo mesmo autor em Pirassununga-
SP, mostram que a temperatura do solo sobe durante o periodo de combustfo,

atingindo um nivel méaximo de 74° C na superficie do solo.
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Em trabalho realizado por ARAUJO ef al. (1995), com latossolo vermelho-
amarelo com predominio de pastagem, a resposta da elevagéio da temperatura em
decorréncia da queima (12 Kg de substrato / m?) estd apresentada na Tabela 1. Pelos
resultados, verifica-se que o calor atingiu a profundidade de 6 cm, tendo alcangado
na superficie do solo 59°C em 18 minutos. Neste mesmo trabalho, constatou-se
também que a atividade microbiana foi maior em solos submetidos & queima, onde a
dgua de percolagiio umedeceu o solo, do que em solos néio queimados. Fato que pode
ser explicado com base no maior teor de carbono na camada superficial, nas
melhores condigdes nutricionais proporcionadas pelas cinzas, assim como na
umidade disponivel aos microorganismos. Em camadas mais profundas do solo, a

atividade microbiana é menor devido & menor disponibilidade de carbono.

Tabela 1. Temperatura do solo queimado (°C) com 12 Kg / m? de massa de
substrato, nas profundidades de 0, 3, 6, 9 ¢ 12 cm, dos 15 aos 48 minutos de queima,

Tempo Profundidades (cm)
(min) 0 3 6 9 12
(Sem queima) Temperatura (° C)
00 22 21 20 23 20
(Com queima)
15 47 20 20 21 19
18 59 23 21 22 21
21 39 25 20 21 20
24 33 24 20 20 19
27 30 24 20 19 19
30 29 24 20 20 19
33 28 24 21 20 19
36 28 24 21 20 20
39 27 24 21 20 19
42 26 24 21 20 19
45 26 23 22 21 20
48 25 23 22 21 20

Fonte: ARAUJO et al. (1995).

DIAS ef al. (1996) determinaram a variagdo da temperatura em ambos solos
de campos de Cerrado localizados no “Cristo Redentor” e no Jardim Boténico de
Brasilia, durante a passagem do fogo de uma queimada. Em profundidades abaixo de
2 cm o aumento da temperatura foi muito pequeno. O aumento observado a 1 cm de

profundidade foi cerca de 5°C (de 25 a 30°C), e ocorreu 40 minutos apds a passagem
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da frente de fogo. NEVES ef al. (1996) observaram alteragfio do regime térmico do
solo de cerrado, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2. Com os dados
mostrados, nesta tabela, ¢ possivel perceber que o efeito do fogo sé € significativo na
superficie do solo. Abaixo de 5,0 cm todos os fatores analisados nfio sofreram
modificagdes, o solo se mostrou um bom isolante térmico e as temperaturas nesta

profundidade ndo ultrapassaram 50°C.

Tabela 02. Alteragdo do regime térmico do solo a diferentes profundidades apds a
primeira semana subseqiiente a queimada.

. . Regime pré-fogo Regime pés-fogo
Profundidade TorCC) Tam(C) A(CC) Tom(C) Tum(®C) A (C)
1cm 28,0(0,2) 14,5(2,7) 13,6 394(52) 13,2(0,9) 26,2
5cm * € * 26,2 (1,6) 16,4 (0,5) 9,8

10 em 20,6(0,1) 16,1(0,3) 45  227(0,6) 18,6(04) 4,1

Tmax: temperatura maxima; Tyia: temperatura minima; A: amplitude. Os valores
entre parénteses correspondem ao desvio padrdo. * Ndo determinados.
Fonte: NEVES ef al. (1996).

Em outro trabalho, NEARY ef al. (1999), observaram a severidade do fogo,
como mostrado na Tabela 3, nas diferentes camadas de solo de chaparral (vegetagéo
tipica do sudoeste dos Estados Unidos da América e norte do México).

A faixa de temperatura de crescimento d6timo ¢ uma das formas de
agrupamento dos tipos microbianos existentes. Em geral, divide-se em (MADIGAN,
1997):

» Mesofilos, microrganismos que crescem em temperaturas otimas entre 25 e 40°C,
» Psicrofilos, microrganismos que crescem em temperaturas inferiores a 20°C;

» Terméfilos, microrganismos que crescem em temperaturas Otimas entre 40 e
65°C;

» Terméfilos facultativos, microrganismos que se desenvolvem bem em uma ampla

faixa de temperatura, variando desde 28°C até 56°C.
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Tabela 3. Comparagfio das classes de severidade de fogo por temperatura, matéria
organica (MO), microorganismos, e raizes em solo de chaparral.

Severidade do fogo

Parametr
Arametro Baixo Moderado Alto
Temperatura na superficie 250°C 400°C 675°C
Temperatura-25 mm 100°C I3 190°C
Temperatura-50 mm <50°C 50°C 75°C
Liter da superficie, MO" Parclz.zlmente Muito consumido Totalme_nte
queimada consumido
Inicio da Parcialmente Consumido/
MO0 80l0-23 1100 destilagdo da MO queimado queimado
a2 Inicio da Inicio da
b dossale-3) mom MNagatetuo destilagdo da MO destilagdo da MO
Raizes de superficie Morto Morto Morto
Raizes-25 mm Morto Morto Morto
Raizes-50 mm Vivo Vivo Morto
Mlcroorgamsgnos de Morto Morto Morto
superficie
Microorganismos-25 mm Vivo Morte seletiva Morto
Microorganismos-50 mm Vivo Morte seletiva Morte seletiva
Nutrientes c’ie s_uperfime N N, Porgfinico N,K.PeS
volateis
Nutrlen:[es'de superficie Nenhum Nenhum Nenhum
volateis-25 mm
Bfutrientesdeayperficie Nenhum Nenhum Nenhum

volateis-50 mm

"Matéria orgdnica. Fonte: NEARY et al. (1999).

Dentre os principais microorganismos do solo, bactérias em geral,
actinomicetos e fungos, a maioria pertence ao grupo dos organismos mesoéfilos
(TSAl et al., 1992).

Vale aqui ressaltar que o solo a ser estudado no presente trabalho ¢ latossolo
vermelho-amarelo, de uma regifio onde ja houve predominio de mata de cerrado. No
momento, esta regido apresenta predominio de cultura de cana-de-aglcar. Esse
vegetal apresenta maior quantidade de material comburente, palhada, e portanto, a
queima da cana-de-agucar libera mais energia do que a queima da mata do tipo
cerrado ou mesmo da de chaparral, citados nos paragrafos acima.

A matéria orginica do solo constitui um sistema dindmico que esta sujeito a
mudangas continuas durante o processo de formagfdo e decomposi¢io de seus

constituintes. A natureza desses processos depende das condi¢des de formagdo das
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propriedades quimicas, fisicas e fisico-quimicas do solo, da atividade microbiana, da
cobertura vegetal, do relevo, dos fatores climdticos e da atividade do homem. O fogo
acelera a mineralizagio da matéria organica do solo, fazendo em poucos minutos um
trabalho que normalmente duraria meses ou anos. Assim, a perda da matéria organica
do solo é um dos efeitos mais importantes do fogo, com conseqiiéncias fisicas,

quimicas e bioldgicas diretas e indiretas (OLIVEIRA, 1994).

3.1.1. Impactos da queima da cana-de-agiicar sobre a atmosfera

A queima da vegetagdo de extensas areas, caso da cultura da cana-de-agucar
no Brasil, principalmente no estado de S#o Paulo, contribui com o aumento da
concentragdo dos gases CO, CO; e O3 e de particulas (fuligem) na superficie
terrestre. Logo, estudos na area bem como também um monitoramento adequado aos
locais de cultivo, para estes pardmetros, sdo importantes para a manuteng@o
equilibrada do meio. Alguns trabalhos na area sfio expostos a seguir.

Além das particulas e aerossdis, as queimadas emitem para a atmosfera uma
grande quantidade de gases, dentre eles o diéxido de carbono, CO;,, e 0 monodxido de
carbono, CO, gas reativo e toxico quando em concentragdes elevadas. A emissfio
destes ¢ de outros gases, sob a agdo da radiagfio ultravioleta solar, pode produzir
grandes quantidades de ozoOnio, O;, o qual, além de tdéxico, contribui também ao
efeito estufa (SHAFER et al. 1987). Ainda, elevadas concentragdes de ozonio (O3)
difundidas na atmosfera podem se tornar de elevada severidade a vida, pois este ¢ um
dos mais poderosos oxidantes do Planeta, podendo por em risco toda a vida na Terra
ao nivel de solo (LAURE, 1991). Outro problema associado a estes gases poluentes é
o fator deslocamento das massas de ar, que os transportam para longe dos locais de
produgdo, influenciando desta maneira regides remotas.

As concentragdes naturais de O; na superficie da terra sdo da ordem de 20 a
40 ppbv (partes por bilhdo de volume), porém em lugares poluidos sua concentragio
pode ultrapassar os 80 ppvb, nivel médio horario que, segundo a legislagdo brasileira
em vigor ndo deve ser ultrapassado. Em ambientes naturais, a concentragéo de CO
varia de 50 a 150 ppvb, enquanto que em regides poluidas ela pode chegar a varios

1000 ppvb (KIRCIHOFF, 1991).
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Estima-se que somente no Estado de Sdo Paulo as queimadas da cana injetam
na atmosfera cerca de 350.000 toneladas de carbono na forma de mondxido de
carbono (MARINHO, 1991).

Quando se queima a cana, libera-se energia e carbono na forma de monoxido
(CO) e dioxido de carbono (CO;) em grandes concentragdes na atmosfera. Porém,
em longo prazo, a queima da cana-de-aglcar proporciona um balango energético
quanto a liberagdio de carbono. Embora se queime a sua palha e seu bagago, no ano
seguinte o carbono liberado para a atmosfera ¢ novamente fixado pelas plantas em
desenvolvimento. A incidéncia de CO,, no momento da queima no campo, € sessenta
vezes menor do que o CO; retirado da atmosfera durante o crescimento da biomassa
da cana (NICKELL, 1970). Aparentemente este fato parece solucionar o problema da
emissdo de carbono liberado na queima, porém ndo se pode esquecer da escala
temporal da queima e da escala de refixagdo do carbono, enquanto um ocorre em

poucas horas o outro leva um ano para ocorrer.

3.1.2. Impactos da agua residudria gerada na induastria sucro-alcooleira: a

questdo da disposi¢iio da vinhaca no solo

Com a implantagdo e consolidagdo do Pro-dlcool no pais, foram fixadas
metas a serem atingidas em termos de produgdo de alcool. Segundo ORLANDO
FILHO et al. (1995), o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agiicar com 12
bilhdes de litros de alcool, basicamente para fins carburantes. Atualmente cada litro
de alcool produz 12 litros de vinhaga e, portanto, a quantidade de vinhaga produzida
¢ da ordem de 144 bilhSes de litros/ano. Devido ao alto poder poluente da mesma
(devido a sua constitui¢do quimica) e ao alto poder de fertilizante “natural”, surge a
necessidade de seu aproveitamento, tanto econdmico como ambiental. Porém, a
utilizagfio da vinhaga sem critérios técnicos mais elaborados, pode comprometer os
solos agricolas pela salinizagdo em fungfio dos elevados teores de sodio e potassio,
além da poluigdo dos cursos d’agua superficiais e dos aqiiiferos subterrancos.

AGUJARO (1979) comparou a produtividade de cana irrigada e ndo irrigada
com vinhaga, em trés cortes de canas (safral972/73 e 1974) na Usina Tamoio -

Estado de Sdo Paulo, regido proxima a area estudada, cerca de 2 a 3 ki de distancia.
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A média dos cortes da area irrigada era de 100 t/ha, enquanto que a da area nédo
irrigada ficou em torno de 80 t/ha. Vale lembrar que na area irrigada havia
predominéncia de latossolo vermelho-amarelo fase arenosa (de menor fertilidade)
enquanto nas areas ndo irrigadas predominava o latossolo-roxo de fertilidade média a
elevada.

SZMRECSANYI (1994) atribuiu como composigio média da vinhaga os
seguintes valores: 93,2 % de agua e 6,8 % de solidos em suspenséo, sendo que 5,1 %
deste ultimo sdo constituidos de matéria organica e 1,7 % de substincias minerais.

Estudos feitos por ORLANDO FILHO er al. (1980), sobre a composi¢fio da
vinhaga, mostraram que a mesma ¢ muito rica em matéria orginica e nutrientes
minerais como o potassio, calcio € magnésio. A Tabela 4 apresenta as caracteristicas

fisico-quimicas da vinhaga segundo estes dois autores.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas da vinhaga.

Pardimetros Valores
Produgéo volume (L/t. cana) 180 a 1.000
DBOs 50 (mg/L) 20.000 a 35.000
Temperatura (° C) 80-90
Solidos Totais (g/L) 21,80
Sélidos Suspensos (g/L) 5,01
Sélidos Fixos (g/L) 4,34
Sélidos Dissolvidos (g/1.) 0,67
Solidos Fixos (g/L) 16,09
Sélidos Volateis (g/L) 12,24
Massa especifica (mg/L 1.007,4
Viscosidade dindmica (m“/s) 0,0009977
Viscosidade cinematica (m%/s) 0,00000099
Condutividade elétrica (umhos/cm) 5.000 a 6.000
N (mg/L) 0,42
P,0s (mg/L) 0,11
K,0 (mg/L) 2,70
Ca0O (mg/L) 1,20
MgO (mg/L) 0,48
SO4 (mg/L) 1,46
Fe (mg/L) 62
Cu (mg/L) 4
Zn (mg/L) 3
Mn (mg/L) 6
pH 34

Fonte: Adaptado de ORLANDO FILHO et al. (1980) e SZMRECSANYI (1994).
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Observando-se a Tabela 4 verifica-se que a DBOs 3¢ (Demanda Bioquimica
de Oxigénio, 5 dias a 20°C), o volume produzido de vinhaga, os teores de oxido de
potassio ¢ o teor de solidos dissolvidos, de 20-35 g/L, 180-1000L/t.cana, 2,7 mg/L. e
0,67 g/L, respectivamente, sdo elevados, demonstrando o potencial poluidor da
vinhaga se langados em corpos d’agua receptores. Segundo a resolu¢io CONAMA
n°20 de 1986 corpos d’agua da classe especial, 2 e 3, ndo devem apresentar DBO:s 59
maior do que 3, 5 e 10 mg/L, respectivamente. A disposi¢@io inadequada ou mesmo o
uso inadequado da vinhaga na fertirrigagdo, podem levar a salinizagdo do solo,
contaminagio de lengois freaticos ou mesmo a contaminagfio de rios proximos a
cultura de cana-de-agicar (ORLANDO FILHO ef al., 1995).

S8o varios os efeitos da vinhaga com relagdo as propriedades fisicas,
quimicas e microbiolégicas dos solos. Devido ao aumento da carga de matéria
orginica GLORIA & ORLANDO FILHO (1984) enfatizaram alguns efeitos da
fertilizagfio no solo, sendo eles:

» Elevagéo do pH;

» Aumento da disponibilidade de alguns nutrientes;
» Aumento do poder de retengéo de cations;

» Aumento da capacidade de retengdo de dgua;

» Diminuig#o da disponibilidade do nitrogénio;

» Aumento da populagéio ¢ atividade microbiana;

» Melhoria da estrutura fisica do solo.

3.2. Avalia¢dio da microbiota do solo: a importancia das técnicas moleculares

Muitos tipos de componentes celulares tém sido analisados para a melhor
caracterizagdo de microorganismos. As longas fitas de RNAr (RNA ribossomico)
oferecem uma quantidade de informagdes que sdo Uinicas, e que fazem delas uma das
melhores fontes de descrigdo de espécies de microorganismos. A seqiiéncia de
nucleotideos do RNAr tem um significado filogenético e pode ser analisada a partir
de uma grande ¢ crescente base de dados de seqiiéncias de RNAr de
microorganismos cultivados e ndo cultivados. O RNAr ¢ uma molécula ancestral,

funcionalmente constante, universalmente distribuida, ¢ moderadamente bem
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conservada por largas distdncias filogenéticas. Devido a grande quantidade de
diferentes e possiveis sequi€éncias das bases do RNAr, uma similaridade em duas
seqiiéncias sempre indica uma relagdio de filogenia (MADIGAN ef al., 1997).

As informagdes de uma seqiiéncia de RNAr também fornecem uma
abordagem sistematica para o desenvolvimento de sondas de oligonucleotideos que
podem ser hibridizados com éacidos nucléicos de microorganismos, e assim contribuir
para o conhecimento da especificidade das seqiiéncias de RNAr de comunidades
naturais (WARD, 1992). A hibridizagdo nada mais € do que o pareamento de fitas de
RNA e DNA complementares que se dissociam e se reassociam para produzir um
RNA-DNA hibrido, ou para produzir um DNA-DNA hibrido (KING &
STANSFIELD, 1997).

A maioria dos microrganismos em ambientes naturais nfio pode ser
facilmente detectado sob exames microscOpicos classicos, porque as células
microbianas se aderem as particulas dos sedimentos e de solos, o que dificulta a
visualizagfio das mesmas. Técnicas empregando os corantes fluorescentes como o
dapi ou laranja de acridina tém confirmado essa dificuldade. Medidas da atividade
bacteriana t€ém sido realizadas, mas elas ndo permitem descriminar as espécies
microbianas. Experimentos fisioldgicos sfo também utilizados com grande sucesso
para caracterizar espécies isoladas, entretanto, os procedimentos nfio sfo muito
comuns para todos os microorganismos que foram isolados do solo, pois apenas uma
pequena fragdo de bactérias que ocorrem naturalmente tem sido isolada e
caracterizada. O enriquecimento de culturas ndo € uma técnica totalmente adequada
para o estudo de diversidade microbiana, pois ndo garante a reprodugdo segura das
condi¢des naturais dos microorganismos (MUYZER ef al., 1996).

Os solos provavelmente representam um dos mais complexos e dificeis
ambientes de estudo. Existem evidéncias que mostram a presenga de milhares de
espécies de microorganismos em uma Gnica amostra de solo (AMANN et al., 1995).

A possibilidade de aplicar técnicas moleculares modernas e confidveis para o
estudo da comunidade microbiana do solo pode resultar em respostas para analise de

diferentes contextos da Ecologia Microbiana.
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3.2.1 PCR (“Polymerase chain reaction” ou rea¢fio de polimerizacgiio em cadeia)

Avangos na Biologia Molecular t€ém complementado as técnicas da
microbiologia classica no estudo da Ecologia Microbiana. Abordagens filogenéticas
moleculares, baseadas na clonagem e analise comparativa de genes RNAr 16S de
comunidades microbianas naturais tem diminuido as limitagdes associadas com as
técnicas tradicionais de culturas enriquecidas. Os genes RNAr isolados fornecem
uma analise filogenética bem menos seletiva o que leva a uma visdo mais ampla da
estrutura da comunidade microbiana quando comparada com as técnicas tradicionais.
Com primers de oligonucleotideos especificos a reagdo de polimerizagio em cadeia
(PCR) ¢ usada para a recuperagio de genes RNAr de comunidades naturais
(REYSENBACH et al., 1992).

A técnica que usa o PCR foi desenvolvida em meados da década de 80 e

consiste na amplificagfo in vifro de um determinado segmento de DNA. O PCR

consiste na amplificagio exponencial do DNA (reagfio em cadeia), onde no final da
amplificagio a quantidade de DNA resultante sera de 2" (n = numero de ciclos
efetuados). Inicialmente era utilizada a enzima Klenow (DNA polimerase de E. coli),
uma molécula termosensivel. Atualmente, utiliza-se a enzima Taq polimerase (DNA
polimerase I), obtida de uma bactéria termoresistente (Thermus aquaticus).

A técnica do PCR ¢ composta por 25 a 40 ciclos, na qual cada ciclo ¢é
composto por trés etapas, desnaturagfo, anelamento dos primers e extensdo das
novas fitas de DNA, como foi esquematizado nas Figuras de 2 a 6.

Na desnaturagdo, o DNA ¢ aquecido a aproximadamente 95°C por alguns
minutos até que ocorra a separagdo da dupla fita em duas fitas simples de DNA

(Figura 2).
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PCR - DESNATURACAO

DNAalvo

DESNATURAGAO

As amostras sho 'aqu_ep:idﬁs 29496°C del a 94"; 96 o C

vérios minulos para desnaturar (separagio’da
dupla fita em duss fitas simples) a dupla fita de
DN&-alvo.

DNAdesmatinado
Figura 2. Etapas do PCR — Desnaturagfio da molécula de DNA.
Fonte: DNA Learning Center, Cold Spring Harbor Laboratory.

No anelamento as fitas simples de DNA sfio submetidas a uma redugfio de
temperatura, dos 95°C da Desnaturagio para um valor entre 50-65°C, por vérios
minutos a fim de que um par de primers (oligonucleotideos usados como iniciadores
na reagfio de polimerizagdo em cadeia do DNA) se anele as suas seqiiéncias

complementares (Figura 3).

PCR - ANELAMENTO

F’.REHERS Sl

ANBLAMENTO

50-65°C

A temperatiira estd dentro de 50-65C de 1 a
vérios minutos, perititindo gue os primers da direita’e
da esquerda se anelem as suas séqliéncias
complémentares.

Figura 3. Etapas do PCR — Anelamento dos primers.
Fonte: DNA Learning Center, Cold Spring Harbor Laboratory.
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Depois de anelados os primers, cada um em uma fita distinta de DNA, a
temperatura é mais uma vez elevada até aproximadamente 72°C por varios minutos,
A enzima TagDNA Polymerase é adicionada ao conjunto de reagfo, sc anexa ao sitio

de reagfio de cada primer e entdo a sintese (extensdio) de DNA comega (Figura 4).

PCR- EXTENSAO

EXTENSAO-

A temperatura € elevada até aproximadamente
72°Cdel avirios minutos.A Taq polymerase -
¢ anexada a cada sitio dos dois primerse
entdo, ocorre a extesfio (sintese) de umanova

fita de DNA.

>

Figura 4. Etapas do PCR — Extensdo da nova fita de DNA.
Fonte: DNA Learning Center, Cold Spring Harbor Laboratory.

Na reagéio de polimerizagio em cadeia (PCR) estas trés etapas ocorrem
repetidas vezes até que um numero suficiente de cépias do fragmento alvo da

molécula de DNA seja produzido para posteriores manipulagdes (Figura 5).
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Figura 5. Etapas do PCR: Moléculas de DNA resultantes 5 ciclos depois da reagio
de PCR.
Fonte: DNA Learning Center, Cold Spring Harbor Laboratory.

Também ¢ possivel através desta técnica a amplificagfio de fragmentos de
RNA. Neste caso, o procedimento recebe o nome de PCR de transcrigéio reversa (RT-
PCR) sendo que a enzima empregada ¢ outra, uma DNA polimerase de transcri¢fo
reversa (RT-DNA polimerase). Depois de isolar ribossomos de bactérias do solo e
destes extrair o RNAr, FELSKE er al. (1996), com o uso de primers para o0 RNAr
16S do Dominio Bacteria e de uma reagio de polimerizag¢@o em cadeia de transcrigéo
reversa (RT-PCR), obtiveram um rendimento total de aproximadamente 0,2 pg de

RNAr bacteriano por grama de solo.
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Figura 6. Etapas do PCR: Rendimento da amplificagio de DNA apdés 30 ciclos da

reagdo de PCR.

Fonte: DNA Learning Center, Cold Spring Harbor Laboratory.

Segundo SILVA & WITTWER (2000), produtos de duas reagdes de PCR
usando primers diferentes podem ser submetidos a uma eletroforese em gel de
agarose ¢ entfio separados. Esta separagio ocorre devido ao diferente comprimento
dos fragmentos produzidos nas duas reagGes. Entretanto, ndo ha nenhuma
informagfo a respeito da seqiiéncia do produto amplificado. Existem vérias técnicas
que podem detectar alteragdes nos produtos de PCR, tais como: eletroforese em gel
de gradiente desnaturante (DGGE), eletroforese em gel de gradiente de temperatura
(TGGE), cromatografia liquida de alta performance de desnaturagdo (DHPLC).

Dentre as aplicagdes do PCR podem ser citadas: - sintese enzimatica de genes
(clonagem de genes especificos em bactérias que tem por objetivo aumentar a escala
de expressio do mesmo), - amplificagio de fragmentos de DNA (estudos
paleontoldgicos ou mesmo estudos na area criminalistica); - diagndsticos (detecgéo

de doengas); - elaboragdio de “fingerprinting” de DNA (andlises de variabilidade

genética).
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3.2.2 O DGGE (Denaturing Gradient Gel Electropheresis — Eletroforese em Gel

de gradiente desnaturante)

Neste tipo de eletroforese, os fragmentos de DNA de mesmo comprimento,

mas com diferentes seqiiéncias de pares de bases podem ser separados, como €

mostrado na Figura 7.
IGENE SELVAG?EM1 m‘m‘
& . ACGTTG GEL DE DGGE
L .7 TGCAAC
_GENE MUTANTE ' T"I'rn'r
i ACGETG
TGCCAC

£

Figura 7. Diferentes seqiiéncias de pares de bases podem ser separados pela técnica
do DGGE. Na figura o gel de DGGE apresenta um gradiente de concentra¢éo
desnaturante de 45-65%. As setas pretas indicam as diferentes mobilidades
cletroforéticas entre dois fragmentos de DNA que diferem entre si em apenas um par
de bases na sua constituigio. A fidelidade do método € perdida quando fragmentos
de DNA com mais de 500 pares de base sdo analisados.

A separagio no DGGE ¢ baseada na mobilidade eletroforética de um
fragmento de DNA parcialmente dissociado em um gel de poliacrilamida contendo
‘um gradiente desnaturante de DNA (uréia e formamida) que aumenta linearmente. A
dissociagfo ocorre em um assim chamado “dominio de dissociagfio”, quando ocorre
o alargamento dos pares de base devido ao aumento da concentragio do
desnaturante. Uma vez no dominio de dissociagdo com a concentragdo de
dissociagio minima alcangada, ocorre a transigfio da forma helicoidal para forma de
um fragmento parcialmente dissociado (como pode ser observado na Figura 8) ¢ a

migrac¢do entfio cessa.
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Dominio de Dissocfagiio

Dupla Fita de DNA

Completa Separaciio das
Fitas de DNA

[ 4

Aumento da Concentragiio de Desnaturante

Figura 8. Dissociagfo da molécula de DNA no gel desnaturante do DGGE.

Esse gradiente de concentragiio no dominio de dissociagio estd relacionado
com uma posigio particular no gel. A variagio de seqiiéncias leva a diferentes
dominios de dissociagio com diferentes gradientes de concentragdo. Logo,
seqiiéneias variantes de fragmentos particulares irdo parar de migrar em diferentes
posi¢es no gel, sendo assim, separados (MUYZER et al., 1993).

Usando a abordagem anterior, 50% das variagdes podem ser detectadas em
fragmentos de DNA com até 500 pares de base. Esta porcentagem pode aumentar
para perto de 100% por uma anexagio de uma seqiiéncia rica em “GC” no fragmento
de DNA. Dentro dos estudos de variabilidade genética, a técnica do DGGE permite
uma diferenciagio entre as comunidades de uma amostra e também uma
diferenciagio entre individuos de uma mesma espécie (MUYZER et al., 1993).

Dentre as desvantagens do DGGE estdo (MANFIO et al., 1999): o custo dos
primers com GC-clamp, limite para analise de fragmentos de PCR com até 500 pb,
genes excepcionalmente ricos em GC ndo sfio facilmente analisados por DGGE, o
método envolve o uso da substincia toxica formamida e a coincidéncia nos dominios
de dissociag#o de fragmentos variantes de DNA.

Dentre as vantagens do DGGE ndo citadas anteriormente estdo: a
metodologia ¢ simples e consiste em um método de detecgdio ndo radioativo, e
fragmentos de PCR podem ser isolados do gel e usados posteriormente em reagdes
de seqiienciamento.

A amplificagdio de fragmentos de DNAr 16S de amostras ambientais, tais
como de solos e sedimentos, através da reagio de polimerizagio em cadeia (PCR),
combinada com a separagdo destes mesmos fragmentos através de seus diferentes

comportamentos de desnaturagio, tornou-se uma ferramenta popular da Ecologia
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Microbiana desde 1993 (MUYZER ef al., 1993). Entretanto, muitos trabalhos tém
demonstrado que algumas combinagdes de primers utilizadas na reagdo de
amplificagio t&ém como produto final fragmentos de DNA em diferentes
concentragdes daquelas obtidas logo apds a extragdio das amostras. Tais observagdes
tém criado dividas a respeito da fidelidade deste método, PCR-DGGE, ¢ uma
comum relutdncia em afirmar que mudangas no padrdo de bandas do DGGE refletem
uma mudanca da estrutura da comunidade bacteriana (BRUGGEMANN et dal.,
2000). Porém, ainda segundo BRUGGEMANN e al. (2000), estas diferengas na
concentragfio do produto final do PCR nfo sfio significantes a ponto de ndo se
considerar os resultados obtidos pelo método. A escolha € a al?ordagem do método
devem ser cuidadosamente estudadas para que a andlise dos resultados néio perca
credibilidade.

TESKE et al. (1996) investigaram uma co-cultura de composig¢io
desconhecida pela técnica PCR-DGGE, que era capaz de conservar a redugfio de
sulfato mesmo depois da exposi¢io ao oxigénio. O DGGE separou duas bandas do
produto do PCR, indicando duas diferentes bactérias como componentes da cultura.
Os fragmentos foram entdo extraidos do gel e seqiienciados. As bandas foram
identificadas como sendo derivadas de uma fita de Desulfovibrio e a outra de uma
fita de Arcobacter.

Trabalhando com fragmentos de RNAr 16S, KOWALCHUK et al. (1997)
analisaram a subdivisfo-f das comunidades de bactérias oxidadoras de amdnia de
amostras retiradas de dunas de areia costeiras. Duas bandas separadas pelo DGGE
foram excisadas do gel e entdo seqilenciadas. As duas sequi€éncias se mostraram
intimamente ligadas as bactérias oxidadoras de amonia da subdivisdo-3 € o conjunto
dos primers usados (“CTO”), na reagdo de PCR, teve sua especificidade
comprovada.

FERRIS ef al. (1996) estudaram a comunidade bacteriana de uma piscina
térmica do Parque Nacional de Yellowstone dos Estados Unidos. Cultivando,
clonando ¢ seqiienciando os fragmentos de RNAr 16S obtidos na fonte térmica, os
autores encontraram e identificaram varias populagdes bacterianas. Entretanto, esta
metodologia requer muito tempo. Logo, foi proposto um teste com a técnica DGGE,

que ¢ mais rapida, usando-se a mesma abordagem do estudo até entfio realizado. O
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DGGE nilo foi capaz de diferenciar todas as populagdes anteriormente encontradas,
porém, o método ofereceu uma rapida detecgdio das populagdes predominantes que
tiveram seu DNA amplificado via PCR.

A vantagem da técnica PCR-DGGE sobre outras técnicas de “fingerprinting”
¢ o surgimento ou o desaparecimento de bandas como conseqiiéncia de uma
perturbagfio ambiental. Deste modo, € possivel haver o monitoramento “in sifu” da

estabilidade e atividade das comunidades bacterianas (ELSAS et al., 1998).

3.2.3 Populagdes de actinomicetos como componentes da comunidade

microbiana nos solos

Os actinomicetos do solo foram escolhidos, no presente trabalho, como base
de referéncia para as modificagdes na estrutura da comunidade bacteriana. Esta
escolha ndo foi por acaso, os actinomicetos néo apresentam populagdes dominantes
no solo, porém desempenham um papel funcional vital dentro da comunidade
microbiana. Os actinomicetos degradam substincias normalmente ndo decompostas
pelas populagdes de fungos e outras bactérias, como celulose, hemiceluloses, fendis,
quitina, queratina, ligninas e himus. Além disso, os actinomicetos do género
Streptomyces, sdo responsaveis pela produgdo de um grande niimero de substincias
farmacologicamente ativas e compostos diversos de aplicagfio industrial, incluindo

-mais de 4.000 antibidticos, agentes imunomoduladores, inibidores enzimaticos e
enzimas (MANFIO, 2000).

Segundo PEREIRA et al. (1998), as bactérias da ordem Actinomicetales sfo
denominadas genericamente por actinomicetos. Apresentam caracteristicas
especificas como procariontes, tais como auséncia de membrana nuclear;
sensibilidade as lisoenzimas e agentes antibacterianos; crescimento cubico, formando
grimulos em meio de cultura liquida, filamentos finos semelhantes as hifas fingicas
com didmetros entre 0,5 a 2,0 mm, tipicamente ramificados e denominados micélios;
e reproducfio por fragmentagéio das hifas ou por produgdo de esporos assexuados em
areas especializadas do micélio. Os actinomicetos sdo encontrados em muitos
habitats. No solo, sdo numericamente menos dominantes do que outras populagdes

bacterianas, porém sfo mais numerosos do que as populages fungicas.
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Normalmente, de 10 a 50% da comunidade microbiana do solo ¢ constituida por
populagdes destes microrganismos (PEREIRA ef al. 1998).

Entre os actinomicetos, os géneros que predominam na rizosfera (regido do
solo sobre influéncia das raizes) sdo Nocardia e Streptomyces (CARDOSO, 1992). O
género Strepfomyces representa aproximadamente 70 a 90% das coldnias
desenvolvidas em meio de cultura sélido, o género Nocardia usualmente ¢ o segundo
género mais abundante (5-30%), seguido pelo género Micromonospora que ocorre
com freqiiéncia entre 1 a 15% (PEREIRA ef al. 1998).

Por degradarem substdncias como celulose, hemiceluloses, fenois, quitina,
queratina, ligninas e humus, fica evidente que os actinomicetos apresentam
complexos enzimaticos diferentes. De certa forma, isto poderia explicar a
diversidade de nichos ecoldgicos presentes no solo (CERRI ef al., 1992). Ainda
como reflexo destas diferengas metabolicas, a Tabela 5 mostra a composigfo quimica

elementar de alguns organismos que vivem no solo.

Tabela 5. Analise elementar expressa em matéria seca.

Material Carbono  Nitrogénio Fosforo Enxofre Potassio
orgénico (%) (%) (%) (%) (%)
Bactéria 50 15 32 1,1
Actinomiceto 50 11 1,5 0,4 1,8
Fungo 44 34 0,6 0,4 0,6
Minhoca 46 10 0,9 0,8 1,1

Fonte: CERRI ef al. (1992).

Os esporos sfio a forma predominante dos actinomicetos no solo. As hifas sido
mais sensiveis ao calor e a dessecagdo do que os esporos, que por sua vez, Si0 menos
resistentes que os endosporos bacterianos. Os esporos possibilitam a sobrevivéncia
em condigGes ambientais adversas, como periodos de seca ou deficiéncia nutricional.
O alto teor de umidade ¢ desfavoravel ao crescimento destes microrganismos.
Espécies do género Streptomyces sdo aerdbias, sendo raras em solos alagados.
Entretanto, algumas espécies dos géneros Actinomyces e Agromyces s#o
microaerobias, requerendo baixas tensfes de oxigénio para o seu crescimento. A

faixa otima de pH para o seu desenvolvimento estd entre 6,5 ¢ 8,0, sendo pH 5,0
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limitante para o crescimento da maioria das espécies de importincia ecoldgica
(PEREIRA ef af. 1998). Em geral os actinomicetos sdo menos favorecidos do que as
bactérias e os fungos, pois sfio organismos de crescimento lento e pouco
competitivos, ndo conseguindo dominar em substratos orginicos nos quais outros
microorganismos se instalam mais rapidamente (CARDOSO, 1992).

A importancia dos actinomicetos também tem sido relacionada com a
produgdio de diversas substincias de aplicagfo farmacolégica e industrial, incluindo
antibidticos, enzimas, inibidores enzimaticos e agentes imunomoduladores
(PEREIRA ef al. 1998).
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4, MATERIAL E METODOS

As amostras de solo foram tomadas de acordo com o manejo local. Assim,
foram coletadas antes e imediatamente apds a pratica da queima da cana-de-agucar,
pratica esta bastante comum para reduzir a quantidade de palha antes do corte
manual da planta. Amostragens foram também realizadas depois de quatro meses da
vegetacio ter sofrido queima e corte, e deixada para nova floragfo. Além disso,
amostras de uma pequena mata preservada por cerca de sessenta anos, situada
préxima a regifio da plantagio de cana-de-aglicar estudada, foram também
analisadas. Foram feitas analises granulométricas e de fertilidade das amostras de
solo. As andlises da comunidade microbiana foram procedidas de acordo com as
referencias para a técnica DGGE, em cooperagio com os pesquisadores da Colegdo
de Culturas Tropical da Fundagéo André Tosello de Campinas — SP.

As amostras de solo foram retiradas de dois locais pré-definidos de 1 n12, um
dentro do canavial e o outro fora (drea de influéncia). Os pontos de amostragem
foram sempre dentro deste 1 m?, tanto no canavial quanto na mata. Com o uso de um
anel de Kopeck, as amostras de diferentes profundidades do solo, foram retiradas. A
amostragem ocorreu em trés momentos, antes da queima do canavial, logo apds a
queima e 4 meses apos a queima. Foram analisados dois tipos diferentes de varidveis,
as bioticas e abidticas.

Dentro das variaveis abioticas foram analisados os seguintes pardmetros:

» Medida pluviométrica (com o uso de um pluviémetro);

» Temperatura minima e maxima do solo nas profundidades 0; 3; ¢ 6 cm (com o uso
de termopares);

» Andlises fisico-quimicas do solo;

» Definigéo do adubo empregado no local;

» Uso da vinhaga como adubo orgénico.



Revisao de literatura 33

Dentro das variaveis bidticas foram analisados:
» Diversidade bacteriana no solo;
» Populagdo de Actinomicetos.
Um breve resumo esquematico das etapas deste trabalho ¢ mostrado na

Figura 9.

Area de Estudo

Vo v I

Andlises Solo de mata
Pluviométricas Solo de canavial
Queimada da cana Anailises fisicas e

quimicas do solo

v

Medidas de temperatura A 4 \ 4
do solo

Extracfio do DNA das
comunidades bacterianas do solo

Purificacio do DNA | €—

v

Amplificacdo do DNA

P Separacio das bandas
pelo DGGE

Figura 9. Etapas operacionais do trabalho.
4.1 Area de Estudo

A darea de estudo estd situada entre Sdo Carlos e Araraquara, regio da Usina
Tamoio, Sitio Paraiso. Foram tomadas seis amostras, duas no canavial antes da queima,
duas em uma drea proéxima ao canavial, floresta mantida intocada por cerca de 60 anos
(4rea de influéncia), e duas no mesmo local do canavial depois da queima. As analises
experimentais foram realizadas no Laboratério de Processos Bioldgicos do
Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola de Engenharia de So Carlos -
USP.
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4,2 Coleta das amostras de solo

As amostras de solo foram retiradas utilizando-se o anel de Kopeck (figura
10), método do anel volumétrico. O método consiste no uso de um anel de ago de
bordos cortantes e capacidade interna conhecida, aproximadamente 50 cm’. O
aparelho consta de uma haste que tem em uma extremidade um cabo € em outra um
cilindro guia, o qual abriga internamente o anel. Pela haste corre uma massa de ferro
que pode ser movimentada entre o cabo e o cilindro guia, martelando ¢ introduzindo-

o0 no solo, juntamente com o anel.

Figura 10. O anel de Kopeck esta sobre o macaco hidrdulico e a massa de ferro,

presa a haste, estd encostada na drvore.

Utilizando-se um macaco hidraulico as amostras de solo de uma profundidade
especifica foram retiradas do cilindro e finalmente guardadas em tubos de
polipropileno de 15,0 ml. As amostras foram imediatamente colocadas no gelo € logo
em seguida encaminhadas para o laboratério, onde foram congeladas a —20°C. Parte
dessas amostras foi encaminhada para a EMBRAPA (Sdo Carlos), onde foram

analisadas quanto & granulometria, macro e micronutrientes.
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As amostras foram sempre retiradas do mesmo metro quadrado;
» Em uma mata (area de influéncia) nas profundidades de 0; 3 ¢ 6 cm;
> No canavial antes da queima nas profundidades de 0; 3 e 6 cm de profundidade;
» No canavial depois da queima nas profundidades de 0; 3 e 6 cm de profundidade;
> No canavial quatro meses depois da queima nas profundidades de 0; 3 ¢ 6 cm de

profundidade;
4.3 Medidas de temperatura no solo

A influéncia da temperatura do solo foi o enfoque deste trabalho. A variagéo
abrupta da temperatura causada pela queima da cana, na superficie do solo e nos
primeiros centimetros abaixo dela podem influenciar a estrutura das populagdes dos
microorganismos que fazem parte da comunidade que habita o solo em questdo.
Portanto, foi de crucial importincia que a temperatura do solo fosse avaliada nas
profundidades de interesse.

Sob a orientagéio do Prof. Woodrow Nelson Lopes Roma (Departamento de
Hidraulica e Saneamento — EESC/USP), as medidas de temperatura foram tomadas
através de termopares (Cromel/Alumel - NiCr-Ni) ligados a um voltimetro HP por
intermédio de um coletor de pontos. Foram ao todo 5 termopares: 4 de 25 metros ¢
um de 75 metros. Os termopares foram enrolados com o auxilio de uma furadeira e
principalmente pela presenga de trés pessoas que mantiveram o fio esticado durante
este processo. Uma vala de 30 cm de profundidade foi cavada ao longo de 100
metros (distdncia do galpdo onde se encontrava o voltimetro e¢ as pontas dos
termopares) para a protegdo dos termopares que foram enterrados na mesma. A 75
metros do galpio foi colocada uma placa de aluminio que também foi enterrada.
Nesta placa foram parafusados 4 sindais aos quais foram também presos os 4
termopares de 25 metros. O termopar de 75 metros foi usado simplesmente para
monitorar a temperatura da placa e permaneceu ligado diretamente ao voltimetro. Os
outros 4 foram ligados ao voltimetro através de um cabo de rede de computador que
também estava conectado a placa. As 4 pontas dos termopares menores foram entdo
enterradas, cada uma em uma profundidade diferente: 0, 3; 6 e 10 cm de
profundidade respectivamente. A temperatura do galpdo também foi monitorada
durante todo o processo de leitura.

4.4 Analises fisico —quimicas do solo
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As andlises fisicas e de fertilidade do solo, bem como algumas quimicas
foram feitas no Laboratério de Solos da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) — Centro de Pesquisa de Pecudria do Sudeste
(CPPSE).Estas analises foram realizadas dentro das normas do Programa de Controle
de Qualidade 2000 (Analise de Solo — Sistema IAC).

4.5 Indice pluviométrico

A umidade do solo esta intimamente ligada ao regime pluviométrico, portanto
foram feitas medidas pluviométricas didrias, no local onde foram retiradas as
amostras de solo, no periodo entre a primeira amostragem, antes da queima € a
ultima amostragem, 4 meses depois da queima.

Estas medidas foram tomadas seguindo-se o seguinte procedimento:

» O pluvidémetro foi instalado em uma estaca a uma altura do solo de um metro e
meio e com a boca cinco centimetros acima da estaca de fixag#o;,

» O pluvidémetro foi instalado a uma distdncia de quinze metros de outros obstdculos
(arvores, casas, construgdes, etc.);

» O pluviémetro foi fixado a um poste com dois parafusos adequados, de maneira a
permitir sua retirada facilmente;

» A lecitura ¢ anotagio da quantidade de 4gua marcada foram feitas todos os dias as
nove horas da manh3;

» Durante todo o periodo o volume pluviométrico foi marcado a cada dia em um
mapa;

» Apods cada anotagdo no mapa, o pluvidmetro foi retirado do suporte, a 4gua em

seu interior despejada e ele recolocado em seu lugar;
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No final do periodo o mapa foi usado para melhor interpretar a interferéncia
do fator intempéries sobre as comunidades bacterianas do solo.

Outro fator associado ao regime de chuvas utilizado neste trabalho foi a
ocorréncia de veranicos. Toda a zona intertropical é afetada por periodos de
interrupgdo da precipitagdo que ocorre durante a estagdo chuvosa. Este fenomeno,
denominado regionalmente de “veranico”, foi identificado por varios autores, entre
eles COCHRANE ef al. (1982) apud ASSAD et al. (1993).

Os parAmetros, para veranicos, utilizados neste trabalho foram:

» Dias secos (com menos de 1mm de precipitagio) (ds);
» Periodos continuos sem precipitagio (soma dos dias consecutivos com menos de

Imm de precipitag&o) (pc).

A agua precipitada em valores inferiores a 1 mm/dia ¢ dificilmente absorvida
pelo solo, sendo rapidamente evaporada mantendo, assim, o efeito do veranico

(ASSAD, 1993).

4.6 Organismos indicadores

Como normalmente 10 a 50% da comunidade microbiana do solo ¢
constituida por populagdes de actinomicetos, estes microorganismos foram utilizados

como indicadores, utilizando duas abordagens de estudo:

1°. Analise da comunidade de actinomicetos do solo;

2° Analise de toda comunidade bacteriana do solo.

Foram utilizados seis microorganismos como padrdes, dois negativos e quatro
positivos (actinomicetos), para as analises de toda estrutura da comunidade
bacteriana (Tabela 6). Todas as culturas foram adquiridas da Colegéio de Culturas
Tropical na Fundagio André Tosello em Campinas-SP. Dentre estes

microorganismos escolhidos, a FEscherichia coli, que ndo € encontrada no solo, foi

COCHRANE, T.T.; PORRAS, J.A ; HENAO, M.R. (1982). The relative tendency of the cerrados
to be affected by veranicos. A provisional assessmen., In: SIMPOSIO SOBRE O
CERRADOQ, 6, 1982, Brasilia.
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usada para geragfo de um controle quanto a separagfio das bandas no gel de DGGE e
juntamente com o Lactobacillus plantarum, ainda foi usada como controle negativo
para o produto das amplificagdes de amostras de DNA com o uso de primers

especificos para actinomicetos.

Tabela 6. Organismos investigados neste estudo.

Espécie Abreviacio
Clavibacter michigalensis CM
Escherichia coli " #% BE
Lactobacillus plarnt‘artmfql LP
Micrococcus luteus ML
Streptomyces violaceoruber SVL
Streptomyces viridochromogenes SVR

" N#o actinomiceto. ** N&o é encontrada no solo.

4.7 Eletroforese em gel de agarose

Todas as amostras naturais de DNA obtidas, bem como os produtos de
amplificagdo via PCR, foram submetidos a uma prova em gel de agarose. Os passos

para a confecgdo do gel sio descritos a seguir (FANTINATI ef al., 1999):

» Pesar a agarose para uma concentragfio de gel desejada (geralmente entre 0,8 ¢ 1,2
%, dependendo do tamanho dos fragmentos a serem separados, tabela 7). O
volume de gel a ser preparado deve levar em consideragéio o tamanho da bandeja.
A altura do gel deve ser de aproximadamente de 4 mm, a fim de se evitar bandas
disformes e difusas.

» Adicionar o volume de tampdo TEB 1X (solugdo estoque 5X, 54 g de Trizma
base, 27,5 g de acido borico, 20 ml de EDTA 0,5 M pH 8, acrescentar, o quanto
faltar para 1000 ml, de agua destilada) em um erlenmeyer ou frasco Schott.
Dissolver a agarose através de aquecimento em forno de microondas (poténcia
meédia), agitando a solugéio ocasionalmente até levantar fervura.

» Resfriar a solugio até aproximadamente 60 °C. Adicionar brometo de etideo
(solugdo estoque a 10 mg/ml) diretamente ao gel, em concentragdo de 1 pl para
cada 100 ml de gel, evitando assim a necessidade de corar o gel apds a corrida.
Cuidado, o brometo de etideo é mutagénico e deve ser manuseado (inclusive o

gel) com luvas.
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» Verter a agarose na cuba evitando bolhas. Esperar solidificar antes de transferir
para a cuba de eletroforese contendo tampéio TEB 1X (o suficiente para cobrir o
gel com um filme fino de tamp#o).

» As amostras de DNA devem ser misturadas em tampéo de amostra (glicerol 50 %,
Azul de bromofenol 0,25 %, dissolvidos em TE) na propor¢do de 5:2 (v/v),
respectivamente, antes d serem aplicadas nas canaletas do gel. Usar um pedago de
Parafilm para realizar as misturas,

» Aplicar uma corrente elétrica de voltagem constante de no méaximo 5 V/cm de gel
(a distancia total entre os dois eletrodos deve ser considerada). Voltagens maiores
esquentam o gel e podem causar distor¢des na migragfio. Geralmente, monitora-se
a corrida eletroforética até¢ que o indicador de tampdo de amostra (azul de

bromofenol) chegue ao final do gel.

Tabela 7. Concentragdo de agarose e resolugdo de fragmentos de DNA.

Concentragiio de agarose Tamanho de fragmentos
(%, wiv) (kb)
0,3 1,0 -70,0
0,5 0,7—-45,0
0,8 0,4-20,0
1,0 0,3-10,0
1,2 0,2-6,0
1,5 0,2-6,0
2,0 0,1-5,0

Fonte: FANTINATI ef al., 1999.

4.8 Extracio de DNA do solo

Os métodos de extragio de DNA de solos e sedimentos t€ém sido modificados
constantemente para atender os seguintes itens de interesse: composigdo do
sedimento, eficiéncia de recuperagdo do DNA, integridade do DNA recuperado e
pureza do DNA recuperado (ALM & STAHL, 1996). No presente trabalho foi
utilizado o protocolo de TSAI & OLSON (1991), que segue adiante:
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» Misturar 1,0 grama de solo ou sedimento com 2,0 ml de Fosfato de Sédio 0,12 M
(pH 8,0) em tubo de centrifuga de 15,0 ml. Agitar a 120-150 RPM por 15
minutos.

» Centrifugar o lodo formado a 6.000 Xg por 10 minutos. Remover o sobrenadante
e descartar. Lavar o “pellet” com 2,0 ml de Fosfato de Sodio 0,12M e agitar
brevemente. Centrifugar a 6.000 Xg por 10 minutos, remova e descarte o
sobrenadante.

» Suspender o “pellet” em 2,0 ml de solugdo de Lise (NaCl 0,15 M, NaBDTA 0,1 M
[pH 8,0]) contendo 15,0 mg de lisozima/ml. Incubar em banho-maria a 37°C por 3
horas agitando a cada intervalo de 20-30 minutos. Colocar no gelo ao final do
banho.

» Adicionar 2,0 ml de solugio Tampdo Lise (NaCl 0,1 M — Tris HC1 0,5 M [pH 8,0]
— 10% de Dodecil Sulfato de Sodio) e homogeneizar bem.

» Submeter a amostra a trés ciclos de congelamento a —70,0°C (+/- 5 a 10 minutos)
e de descongelamento em banho-maria a 65,0°C (por 10 minutos) intercalados.
Colocar no gelo ao final dos {rés ciclos.

> Apos os ciclos de congelamento e descongelamento, adicionar 2,0 ml de Fenol
saturado com Tris HCI 0,1 M (pH 8,0) e misturar brevemente no “vortex™ para se
obter uma emulséo.

» Centfrifugar a mistura a 6.000 Xg por 10 minutos.

» Coletar aproximadamente 3,0 ml do sobrenadante em novo tubo de 15,0 ml e
adicionar 1,5 ml de Fenol ¢ 1,5 de Cloroférmio — Alcool Isoamilico (24:1). Agitar
brevemente ¢ centrifugar a 6.000 Xg por 10 minutos.

» Transferir 2,5 ml do sobrenadante para novo tubo de 15,0 ml.

» Adicionar 2,5 ml de Cloroférmio — Alc. Isoamilico (24:1). Agitar e centrifugar a
6.000 Xg por 10 minutos.

» Transferir 2,0 ml da camada superior do sobrenadante para um novo tubo de 15,0
ml.

» Finalmente precipitar o DNA extraido na fase aquosa (aproximadamente 2,0 ml)
com 2,0 ml de Isopropanol gelado (-20,0°C), inverter cuidadosamente vérias vezes

e incube a —20,0°C por 1 hora ou “overnight”.
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» Coletar uma aliquota da solugdio de DNA em microtubo, colocando 1,0 ml em
cada.

» O precipitado de DNA ¢ obtido por centrifugagéo da solugdo a 10.000 Xg a 4,0°C
por 10 minutos.

» Lavar o “pellet” em 0,5 ml de Etanol 75%.

» Centrifugar a solugfio a 10.000 Xg por 10 minutos a 4,0°C. Remover e descartar o
sobrenadante.

» Secar o “pellet” ao ar por 15 minutos.

» Suspender o “pellet” em 100 pl de solugdo Tampdio TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA) e cuidadosamente. Guardar o DNA em geladeira a 4,0°C.

4.9 Purificacio do DNA

A extragdo de DNA de solos sempre resultou na co-extragio de substincias
hiimicas que interferem na detecgfio do mesmo. Esta contaminagdo pode inibir a Tag
DNA polymerase na reagdo de PCR, interferir na digestédo por enzimas de restrigfio, ¢
reduzir a eficiéncia da dissociagio (fita dupla — fita simples de DNA) e
especificidade da hibridizagdo do DNA (ZHOU, 1996). A purificagéio do DNA € um
passo critico que segue a extragdo direta do DNA até a obtengdo de suficiente DNA

purificado.
» Purificagiio - Passo I (precipitagdo com Cloreto de Césio e Acetato de Potassio)

v" Adicionar 0,1 g de CsCl a 100 pl de extrato bruto.

v" Incubar por 1-3 horas a temperatura ambiente.

v' Centrifugar por 20 minutos & velocidade maxima em microcentrifuga a
temperatura ambiente.

v" Recuperar o sobrenadante (~100 pl) em um tubo de microcentrifuga.

v" Adicionar 400 pl de agua Milli-Q e 300 ul de Isopropanol.

v" Misturar e incubar por pelo menos 5 minutos a temperatura ambiente.

v" Centrifugar por 10 minutos a velocidade maxima e temperatura ambiente.

v’ Descartar o sobrenadante e suspender o “pellet” em 100 pl de TE.
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Prosseguir com o Passo II de purificacdo se o “pellet” ndo se mostrar muito

escuro (sujo)

v" Adicionar 20 pl de Acetato de Potdssio 8 M.

v’ Misturar e incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

v Centrifugar por 15 minutos & velocidade maxima e temperatura ambiente.

v" Recuperar o sobrenadante e adicionar 0,6 volume (75 pl) de Isopropanol, misturar
e incubar por pelo menos 5 minutos a temperatura ambiente.

v" Centrifugar por 15 minutos a velocidade maxima e temperatura ambiente.

v" Lavar o “pellet” uma vez com Etanol 70% gelado.

v" Suspender o “peller” em 100 ul de TE.

» Purificagiio - Passo II (Wizard DNA Clean-Up System)

v" Remover ¢ colocar de lado o émbolo de uma seringa descartivel de 3,0 ml
Acoplar a ponta da seringa & extremidade da minicoluna.

v Misturar vigorosamente a resina “Wizard DNA Clean-Up” (Promega). Se
necessario, aquecer a resina a 25°-37°C (~10 minutos) para dissolver quaisquer
cristais. N&o usar a resina acima de 30°C.

v Adicionar 1,0 ml da resina “Wizard DNA Clean-Up” a um tubo de
microcentrifuga (1,5 ml). Adicionar a amostra (100 pl) a resina “Wizard Clean-
Up” e misturar invertendo o tubo gentilmente vérias vezes.

v Pipetar a resina “Wizard Clean-Up” contendo o DNA ligado para dentro da
seringa. Inserir o émbolo lentamente € empurrar gentilmente a mistura para dentro
da minicoluna com o émbolo da seringa.

v" Desacoplar a seringa da minicoluna e remover o émbolo da seringa. Acoplar a
seringa novamente a minicoluna.

v’ Para lavar a coluna, adicionar 2,0 ml de Isopropanol 80% 4 seringa. Inserir o
émbolo e empurrar gentilmente a solugéo atraveés da minicoluna.

v Remover a seringa e transferir a minicoluna para um tubo de microcentrifuga.
Cenfrifugar a minicoluna por 20 segundos a velocidade maxima em

microcentrifuga a fim de secar a resina.
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v" Opcional: Se o Isopropanol residual for afetar manipulages subseqiientes da
amostra de DNA, deixar a minicoluna a temperatura ambiente por 5-15 min para
evaporagio do Isopropanol.

v" Transferir a minicoluna para um outro tubo de microcentrifuga. Adicionar 50 pl
de 4gua ou tampdo TE pré-aquecido (60°-70°C) a minicoluna e esperar 5 min. (o
DNA permanecera intacto na minicoluna por até 30 min).

v" Centrifugar a minicoluna por 20 segundos a 12.000 Xg para eluir o DNA ligado.

v" Repetir os dois ultimos passos uma vez.

v Remover e descartar a minicoluna. O DNA purificado pode ser estocado a
-20°C.

Se necessario (como julgado pela cor da amostra de DNA e/ou pela
capacidade deste de ser amplificado ou restringido), repetir todos os passos do Passo

IT a fim de melhorar purificagfo.

4.10 PCR (“Polymerase chain reaction” ou reacfo de polimerizagio em cadeia)

No presente trabalho, a partir do DNA extraido do solo, foram obtidos
fragmentos de DNAr 168, utilizando-se a técnica do PCR com primers homoélogos a
regides conservadas do gene RNATr 168 (ver a Tabela 8). Os primers usados foram os
seguintes: - F243 ¢ R513GC especificos para o grupo de actinomicetos; - R1378 ¢
F984GC que amplificam o DNA 16S do Dominio Bacteria. Foram realizadas duas

abordagens de estudo:

1°. Andlise da comunidade de actinomicetos do solo;

2°, Analise da comunidade bacteriana do solo.

As amplificagdes realizadas foram feitas com o uso de um termociclador

“Gene Amp PCR System 2400 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, Conn.).
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Tabela 8. Primers usados nos experimentos com PCR.

Primer” DNAr 168 alvo (posigiio)” Seqiiéncia (5°—>3’)

F243 Actinomicetos (226-243) GGATGAGCCCGCGGCCTA
R513GC Acnnomlcetg; ge)outros G13- Gc.c66CCECEGCTGCTGGCACGTA
F984GC Bacteria (968-984) GC.-AACGCGAAGAACCTTAC

R1378 Bacteria (1378-1401) CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

o 5*.CGCCCGGGGCGCGCCCCGGG CGGG

. GCGGGGGCACGGGGGG-3’

“F, forward primer; R, reverse primer;, GC., seqiiéncia rica em G+C anexada ao final
5’ da molécula de DNA.
b numerag#o relativa ao DNAr 168 de E. coli.

Para as amplificagdes especificas de fragmentos de DNAr 16S do Dominio
Bacteria, a mistura de reagdo (volume final de 100 ul) ¢ descrita a seguir: 0,8 pul de
Taq DNA polimerase (5 U/ul), 10,0 pl de tampéo da Taq (1x) (ja contendo MgCl, ),
5,0 ul de DMSO (5%), 0,8 ul de dNTP’s (0,2 mM), 2,0 pl de F984 (0,4 uM) € 2,0 pl
de R1378 (0,4 uM). A amplificagfio para o0 Dominio Bacteria ocorreu seguida de 35
ciclos variando-se a temperatura entre 94°C (por 1 minuto), 60°C (por 1 minuto) e
72°C (por 2 minutos) respectivamente; 10 ciclos variando-se a temperatura entre
60°C (por 30 segundos) e 72°C (por 1 minuto) respectivamente; finalmente um
resfriamento a 4°C.

Para as amplificacdes de fragmentos de DNAr 16S de actinomicetos, a
mistura de reagdo foi a mesma utilizada nas amplificagdes para fragmentos do
Dominio Bacteria. Para a amplificagio de fragmentos de actinomicetos, foram
utilizados 35 ciclos variando-se a temperatura entre 94°C (por 1 minuto), 63°C (por 1
minuto) e 72°C (por 2 minutos) respectivamente; um periodo de 10 minutos a 72°C e,

finalmente, um resfriamento a 4°C.
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4.11 DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis — Eletroforese em Gel de

gradiente desnaturante)

Em contraste com outros modelos de “fingerprinting”, modelos de andlise
baseados em DGGE oferecem a possibilidade da analise de bandas que néo séo
visualizadas em outros métodos. No trabalho em questdio, onde as amostras foram de
solo, as bandas tém representatividade apenas para os principais constituintes da
comunidade analisada. Se presente em menores quantidades, gl.upos como o dos
actinomicetos poderiam nfio ser detectados por este tipo de andlise molecular.
HEUER ef al. (1997) j4 utilizaram o PCR e em seguida o DGGE para detec¢do de
comunidades e analise de diversidade de actinomicetos em diferentes tipos de solo,
obtendo sucesso.

O sistema de DGGE que foi utilizado € um “D Code™ - Universal Mutation
Detection System” (Bio-Rad, Inc., Hercules, California) e foi utilizado exatamente
como descrito pelos fabricantes no manual de instrugdes. Os géis paralelos foram
feitos variando-se a concentragio de desnaturante de 55 a 60%. Os géis
polimerizaram pela adigdo de 150 pl de persulfato de amdnio 10% e 14 pl de
TEMED (para uma concentrago final de 0,09%). As eletroforeses ocorreram a uma
voltagem constante de 50 V a temperatura de 60°C por 14 horas. As aliquotas de
PCR adicionadas no gel foram de 15 pl (aproximadamente 200 ng). Os géis foram
corados com 10 ml de solugio de coloragio (TAE 1x contendo 1ug/ml de Syber-
green). Finalmente os géis foram fotografados com uma cdmara Polaroid preto e
branco. As fotos foram registradas através de um “scanner” e gravadas em
computador. Néo foi utilizado nenhum programa de computador para a analise das

fotos, todas foram analisadas a olho nu.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condicdes da area estudada: temperatura, pluviosidade, composi¢do do solo.

A 4rea, situada em uma regifio do Estado de Sdo Paulo considerada uma das
mais produtivas em termos da agricultura da cana-de-agtcar, com latossolo
vermelho, foi escolhida pelo conhecimento prévio sobre as praticas da propriedade
(Sitio Paraiso, Estrada de Tamoio, Municipio de Araraquara) em relagéio ao cultivo e
manejo da colheita da cana-de-agticar, bem como pela existéncia de uma mata
preservada por no minimo sessenta anos ao lado do local teste. A Bacia Hidrografica
em que se insere a area de estudo ¢ a do Tiete—Jacaré, de acordo com a mais recente
caracterizagiio das unidades de gerenciamento de recursos hidricos do Estado de Sdo
Paulo, e na qual se destaca o Rio Chibarro, dentro do Municipio de Araraquara.

Foi escolhida uma fracdo da 4rea de cultivo, cerca de 500 metros quadrados, €
desta delimitou-se um metro quadrado para as coletas. As coletas na mata
preservada, considerada uma regido controle, foram feitas sempre em um mesmo
ponto, respeitando-se cerca de 40 metros da estrada que separava a area de cultivo.
As amostras controle, da mata 60 anos, foram importantes para a comparagdo com
resultados daquelas retiradas de solos cultivados por mais de vinte anos com cana —
de- agticar. A distdncia entre a mata 60 anos e 0 solo do canavial estudado era cerca
de 250 metros.

O cultivo da cana-de—agicar na area de estudo sempre empregou a
fertilizagdo quimica (NPK) e, eventualmente, a aplicagdo de vinhaga. Uma vez
realizado o plantio, a primeira colheita ocorria apés dezoito meses, € entdo se repetia
a cada doze meses, por mais trés ou quatro vezes, quando novo plantio era realizado.
No presente trabalho, o plantio se encontrava no estdgio de terceiro corte, sem
fertilizagio. Assim, a queima do canavial se deu no final do més de Novembro de

1999, ocorrendo o corte imediatamente apos a queima, realizada manualmente. Os
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valores da temperatura determinados durante o processo de queima estdo

apresentados na Figura 11.

Figura 11. Valores da temperatura do solo, em diferentes profundidades, do canavial
localizado no Sitio Paraiso exposto & queima.

O fogo provocado pela queimada alcangou um pico proximo de 90°C na
superficie do solo. Porém a partir dos 3,0 cm de profundidade a elevagdo da
temperatura foi minima. Sendo assim, o solo se mostrou um bom isolante térmico €
reduziu a agio do fogo apenas a superficie.

As Figuras 12 a 16 mostram as variagdes didrias de temperaturas maximas €
minimas durante o periodo de amostragem.

Temperatura (Novembro de 1999)

Minimas
[ Méaximas

Figura 12. Valores das temperaturas maximas e minimas dos dias 27 a 29 de
Novembro de 1999, Sitio Paraiso (no dia 27 foi realizada a primeira amostragem do
trabalho — antes da queima).
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Temperatura (Dezembro de 1999)
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Figura 13. Valores das temperaturas maximas e minimas no més de Dezembro de
1999 no Sitio Paraiso.

Temperatura (Janeiro de 2000)
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Figura 14. Valores das temperaturas maximas e minimas no més de Janeiro de 2000
no Sitio Paraiso.

Temperatura (Fevereiro de 2000)
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Figura 15. Valores das temperaturas méximas e minimas no més de Fevereiro de

2000 no Sitio Paraiso.
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Temperatura (Margo de 2000)

H B Minimas
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Dias

Figura 16. Valores das temperaturas maximas e minimas entre os dias 1 e 28 de
Margo de 2000 no Sitio Paraiso (no dia 28 foi realizada a Gltima amostragem do
trabalho).

Como pode ser observado nas Figuras 11 a 15, as temperaturas médias
registradas no periodo entre as amostragens foram: 25, 28, 25 e 27°C, para
Dezembro, Janeiro, Fevereiro e Margo respectivamente. Nos ultimos trés dias do més
de Novembro foi registrada uma média de 23°C. Esta temperatura média ambiental
garante temperaturas proximas a 20°C nos primeiros centimetros de profundidade do
solo. Esta temperatura do solo estd caracterizada dentro da faixa mesofilica de
crescimento bacteriano. Sendo assim, as comunidades bacterianas, do solo aqui
estudado, devem ser constituidas principalmente por populagdes de bactérias
mesofilicas.

A Figura 17 mostra as medidas pluviométricas para o periodo em que
ocorreram as amostragens.

A agua, uma necessidade fisioldgica para todo ser vivo, ¢, do ponto de vista
ecoldgico, um fator limitante para os ambientes terrestres. Nas amostras coletadas,
em profundidades como as estudadas, da superficie a 6 cm, a umidade pode ser um
fator limitante, e est4 diretamente relacionada ao regime pluviométrico. Devido ao
ritmo diario da umidade da natureza, mais elevada a noite e menor durante o dia,
promove-se uma regulagdo da atividade microbiana no solo, limitando-se a sua
distribuigio (ODUM, 1993). A disponibilidade hidrica para o solo foi avaliada, neste
trabalho, na forma de periodos curtos de interrupgio da precipitagdo, chamados de

veranicos (Tabela 9).
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Pluviometria

Volume
pluviométrico
(mm)

Jan/00 Fev/00 Mar/00
Meses do ano

Dez/99

| —

Figura 17. Valores das medidas pluviométricas nos periodos amostrados, no Sitio
Paraiso.

No dia 27 de Novembro de 1999 foram retiradas as primeiras amostras de
solo (no periodo da manhd, antes da queima do canavial e no final da tarde do
mesmo dia, apos a queima). Somente depois de aproximadamente quatro meses (dia
28 de Margo de 2000) foi retirada a Gltima amostra do solo do canavial.

Neste periodo de interamostragens, foram registrados 1252 mm de
precipitagio, nove dias secos (ds) dezoito perfodos continuos sem precipitagdo (pc).
A precipitagio total do periodo foi elevada, visto que, segundo MORAES (2001),
para esta regifio sdo esperados 1500 mm de precipitagiio por ano. Os valores indicam
que o teor de dgua no solo ndo foi um fator limitante para o desenvolvimento de
culturas microbianas. Porém, se forem analisados os pardmetros “ds” e “pc” esta
indicagfio pode ser diferente. Segundo ASSAD et al. (1993) estes pardmetros estéo
relacionados aos curtos periodos de interrupgio da precipitagio. Se o tempo de
surgimento de novas geragdes microbianas (de algumas horas) ndo fosse téo breve,
estes parimetros ndo seriam significantes. Como os 1252 mm de precipitagéo,
registrados no periodo, ndo foram distribuidos de forma homogénea, os crescimentos
das diferentes populagdes bacterianas, principalmente as da superficie do solo,
podem ter sido afetados durante 0s veranicos pelo déficit hidrico.

A heterogeneidade na distribuigdo da precipitagdo no periodo pode ser
observada na Tabela 9 onde foram registrados os parametros “ds” e “pc”. Nos meses
em estudo, foram registrados vinte e sete periodos sem precipitagio (soma de “ds” e

“pc”) com duragdo de um ou mais dias. Deste modo, a agua apesar de ndo ter sido
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um fator limitante no periodo como um todo, durante estes dias cla pode ter
interferido. Nos dias da primeira e ultima amostragem, respectivamente dias
27/11/1999 ¢ 28/03/2000, nfio foram registradas precipitagdes. Deste modo, as
populagdes bacterianas, das amostras retiradas antes e ap6s quatro meses da queima,

estavam em condigdes semelhantes, quanto & disponibilidade hidrica.

Tabela 9. Ntmero de veranicos no periodo (Dezembro de 1999 a Margo de 2000).

Meés Dezembro Janeiro Fevereiro Marco
Intervalos Intervalos Intervalos Intervalos
(dias)* (dias)* (dias)* (dias)*
01-02 0911 03 01-03
06 — 08 15-17 07 05-06
13 19 15 08 -09
15-22 21-24 17-18 11
24 -29 27-30 21-25 13-14
30-31 27 16 -17
29 20-21
23
28 — 31
ds 01 01 05 02
pe 05 04 02 07
Total de
precipitagio 276 411 265 300
no periodo
(mm)

*Dias onde a precipitagdo foi menor ou igual a 1 mm.
ds: nimero de dias secos. pe: nimero de perfodos continuos sem precipitagdo.

As caracteristicas dos solos estudados neste trabalho, tanto o cultivado como
o da 4rea protegida, foram também analisadas em fungdo dos pardmetros
relacionados ao conteido de micronutrientes (Cu, Fe, Mn e Zn) (Tabela 12) e
macronutrientes (P, K, Ca, Mg, Al) (Tabela 11), bem como a granulometria (Tabela
10). Os resultados da composi¢do dos solos estudados ndo refletem a realidade da
fertilidade dos mesmos, em fungfio de serem coletas pontuais, realizadas apenas para
possibilitar a avaliagio das condigBes nutricionais do meio para a microbiota
presente. As amostras de solo de canavial foram coletadas uma unica vez em cada
uma das trés situagOes a seguir: antes da queima (27/11/1999, no periodo da manhd),
depois da queima (27/11/1999, no periodo da tarde) e quatro meses depois da queima

(28/03/2000, no periodo da manh).
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O solo estudado recebeu adubagdo durante seu periodo inicial de plantio,
empregando-se adubo NPK (10-10-10). O ano posterior recebeu adubagdo com
adubo de cobertura NPK (25-5-20). No periodo anterior ao presente trabalho, néo foi
feita adubagiio do solo apds o corte (ou seja, do segundo para o terceiro corte). A
cana-de-agucar foi queimada e as primeiras amostras foram coletadas. Depois da
queima foi utilizado o adubo NPK (25-5-20). Apos quatro meses, foi entdo realizada
a segunda amostragem.

As propriedades de um ecossistema do solo ndo sdo somente um produto de
sua natureza fisica, bioldgica e de seus componentes quimicos. Na verdade sdo o
resultado de uma interagiio de todos estes componentes bidticos e abioticos.
Nenhuma destas partes ¢ imutavel e suas modificagdes estdo sempre relacionadas a
associagdes com os seres que ali vivem (fungos, bactérias e invertebrados em geral).
Como ja comentado anteriormente, o sistema biologico do solo sofre modificagdes
constantes no seu ambiente, modificagdes estas que contribuem para o crescimento e
desenvolvimento de comunidades microbinas, tudo dentro de um processo de co-
evolugio. Logo, ¢ de vital importdncia o conhecimento das implicagdes das
condi¢des do solo nos processos bioldgicos. Segundo TATE (1995), argila e matéria
orginica coloidal sfio, dentre as particulas comumente encontradas no solo, as que
apresentam o menor didmetro. Sendo assim, solos ricos em argila e matéria orgénica
coloidal apresentam maior superficie de interagdo com microorganismos.

O solo de mata 60 anos estudado neste trabalho mostrou ser composto de
28 4% de arcia, 52,5% de argila e 19,1% de silte (Tabela 10), recebendo a
classificagio de solo argiloso, segundo as classes texturais do sistema norte
americano de solos. O solo de cana-de-agucar, com as porcentagens de 15,0% de
areia, 37,2% de argila ¢ 47,8% de silte (Tabela 10), recebe a classificagdio de solo
barro argilo limoso, segundo as classes texturais do mesmo sistema. O solo da mata
apresentou 59 g/dm’ (Tabela 11) de matéria organica, e o de cana-de-agucar 55 g/dm’
(Tabela 11). Ainda, é interessante acrescentar que todos os dados da Tabela 10 foram
tomados em replicata, apresentando nas duas ocasides os mesmos resultados. Ambos
os solos mostraram-se ricos em argila e apresentaram elevada concentragio de

matéria organica (Tabelas 10 e 11). Portanto, quanto as caracteristicas fisicas e de
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contetido de matéria organica os solos estudados constituem um 6timo substrato para

o desenvolvimento de organismos.

Tabela 10. Granulometria dos solos de cana-de-agtlicar € mata 60 anos.

Areia Total (2/Kg)  Argila (g/Kg) Silte (g/Kg)
Cana 150 372 478
Mata 284 525 191

Tabela 11. Valores dos pardmetros analisados dos solos de cana-de-agucar € mata 60

anos.
Parametros Mata Cana Cana Cana 4
Queimada meses
depois
pH (medido em agua) 5,0 y 7,0 6,2
pH (medido em CaCl,) 4.4 7,1 7,2 6,2
Matéria Orgénica (g/dm°) 59 55 40 38
P (extrator-resina) (mg/dm’) 45 189 19 13
K (mmoudm-"s) 3,8 8,5 0,6 0,5
Ca (mmolc/dma) 22 592 22 22
Mg (mmol/dm”) 10 42 7 7
H+AI (mmol/dm®) 80 11 40 38
Al (mmol/dm®) 8 0 0 0
CTC (capacidade de troca 115 654 69 68
cationica) (mmolc/dm3)
S (soma das bases — Ca+Mg+K) 36 642 30 30
(mmolcldm3)
V (saturagiio de bases — S/CTC) 31 98 43 44
(%)
M (saturacio do aluminio) (%) 18 0 0 0
(Ca+Mg)/K 8 75 49 56

Tabela 12. Composigio dos micronutrientes dos solos de cana-de-aglicar ¢ mata 60
anos.

Parametro Mata Cana Cana Cana 4 meses
Queimada depois
Cu (mg/dm”) 10,5 3,1 3,8 3,7
Fe (mg/dm’) 117 41 16 15
Zn (mg/dmi) 2,8 53 0,7 0,6
Mn (mg/dm”) 70,3 27,8 25,8 22,3

Para sobreviverem no solo, que é um ambiente em constante modificagfo, os

microorganismos se adaptam e utilizam as mais diversas fontes de energia (luz,
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determinados compostos inorginicos), € sob as mais diversas condigdes ambientais
(por exemplo, variagdo na concentragfio de oxigénio, temperatura etc.). A adaptagdo
da vida no solo faz com que ocorram, com certa freqiiéncia, espécies de
microorganismos com extraordinaria plasticidade nutricional e que podem mudar seu
conjunto de enzimas, para assim, sobreviverem nas mais diversas condigdes,
explorando situagdes (aerdbias ou anaerdbias, litotréficas ou organotroéficas), ou
mesmo diferentes fontes de carbono e nitrogénio (NEVES, 1992). O solo de
canavial, aqui estudado, apresentou um histérico de constantes interferéncias
provocadas pelo homem, tais como, as praticas comuns da adubagfio e da queima.
Sendo assim, provavelmente, as populagdes bacterianas deste solo foram forgadas, de
tempos em tempos, a readaptagfio ao meio modificado.

Cerca da metade dos elementos da tabela periddica ¢ essencial para as plantas
ou animais ou na maioria dos casos, para os dois (ODUM, 1993). No solo, segundo
NEVES (1992), diversos elementos sfo necessarios aos microorganismos,
relacionados principalmente ao funcionamento das varias enzimas. Os
macronutrientes potassio, magnésio e calcio sdo necessarios em concentragdes de
10% a 10" M, enquanto que os micronutrientes, sdo necessarios em concentragdes de
10% a 10® M, o que torna tecnicamente impossivel demonstrar deficiéncia de
micronutrientes em microorganismos. Quanto a absor¢do destes nutrientes, segundo
TATE (1995), a maior parte dos ions inorganicos, monossacarideos e aminodcidos €
absorvida por transporte ativo que ¢ altamente seletivo, devido a mediagdo de
enzimas especificas para cada substincia e conhecidas como permeases.

Neste trabalho foram realizadas algumas andlises sobre as condi¢des dos
solos estudados, bascadas nas andlises comuns sobre fertilidade realizadas pela
EMBRAPA (Tabelas 11 e 12). Dentro desta analise de fertilidade foram estimadas as
concentragBes dos macronutrientes (potassio, cdlcio e magnésio) e dos
micronutrientes (cobre, ferro, zinco e manganés). Comparando-se estes dados com os
dados das Tabelas 15 (Classes para teores de Ca*" e Mg*") e 16 (classes para teores
de Cu, Fe, Mn e Zn), observa-se que ambos solos ndo apresentaram defici€ncias para
estes elementos, ¢ sim o excesso de alguns, como calcio, magnésio € o0s
micronutrientes para ambos os solos e potassio no solo da cana-de-agucar, este

ltimo provavelmente devido a adubag@io com NTK. As amostras de solo de canavial
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antes da queima e as da mata mostraram-se ricas em todos os micro €
macronutrientes (Tabelas 11 ¢ 12). A disponibilidade destes elementos para os
microrganismos poderia ser um fator limitante somente se o pH nflo fosse favoravel.
A disponibilidade dos elementos estéd diretamente ligada a faixas de pH do meio,

onde cada elemento tem um intervalo 6timo de pH para ser assimilado (Figura 18).
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Figura 18. Valores de pH e comportamento da disponibilidade dos elementos no
solo. Fonte: LOPES (1978).

O pH do solo de canavial medido antes da queima foi igual a 7,3 (em 4gua) e
de 7,1 (em cloreto de calcio) (Tabela 11). Analisando-a Figura 17, verifica-se que a
disponibilidade dos macronutrientes em fungdio do pH antes da queima estava
adequada. A disponibilidade dos micronutrientes, no solo do canavial antes da
queima, estava abaixo da ideal. Como, apos a queima do canavial, o pH se manteve
praticamente constante, a disponibilidade dos macros e micronutrientes ndo foi
alterada. Porém, quatro meses apds a queima, o pH sofreu uma queda de
aproximadamente um ponto quando medido em agua ou cloreto de magnésio (Tabela
11). Bsta queda no valor do pH melhorou as condigdes de absor¢do dos
micronutrientes. Sendo assim, a queima nfo parece ter causado efeito relevante nos

valores de pH do solo, nem na constituigio de macro e micro-nutrientes.
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O pH (Tabela 11) para o solo de mata 60 anos foi igual a 5,0 (em 4gua) € 4,4
(em cloreto de célcio). Portanto, na mata 60 anos, os macronutrientes estavam
disponiveis dentro de um limite adequado, porém, para os micronutrientes, a
disponibilidade estava acima da ideal. A absor¢o destes nutrientes ¢ fundamental
para o funcionamento do metabolismo bacteriano, principalmente o enzimatico.
Sendo assim, os teores, dos macros e micronutrientes do solo, dificilmente tiveram
uma a¢fo limitadora ao desenvolvimento dos organismos presentes nos solos
estudados.

Apbs a queima do canavial, os teores de potéssio, célcio, magnésio, ferro e
zinco no solo diminuiram abruptamente e mantiveram estas concentragoes
praticamente constantes apds quatro meses (Tabelas 11 e 12). As Tabelas 15 ¢ 16
trazem os valores para comparagdo dos teores de calcio e magnésio, e cobre, ferro,
magnésio e zinco, respectivamente. O pH medido foi praticamente 0 mesmo (7,0)
depois da queima do canavial tendo uma redugdio para 6,0 depois de quatro meses.
Sendo assim, depois do periodo de quatro meses houve uma diminuigfio benéfica do
pH (tabela 11) que nfo foi acompanhada por um aumento dos teores da maioria dos
macros e micronutrientes.

Outro elemento importante para as comunidades microbianas do solo ¢ a
presenga dos sais de fosfato. De todos os elementos presentes nos microorganismos,
talvez o fésforo seja o mais importante. Ele estd presente sob a forma de
nucleotideos, acidos nucléicos e fosfossacarideos (NEVES, 1992). Nas amostras de
solo aqui estudadas os valores de fosforo foram de 189 mg/dm®, 19 mg/dm’, 13
mg/dm’ ¢ 45 mg/dm3 respectivamente para solo de canavial antes da queima, solo de
canavial depois da queima, solo de canavial depois de quatro meses e em solo de
mata 60 anos (Tabela 11). Comparando-se estes valores aos da Tabela 13, verificou-
se que os valores encontrados sdo altos para os solos da mata 60 anos e da cana-de-
agticar antes da queima, sendo que o solo de mata tem uma concentragdo acima da
4tima e o solo de canavial tem uma concentragio de fosforo muito acima da 6tima.

Depois da queima do canavial observou-se uma redugio dos teores de fosforo
para valores bem inferiores, sendo que, nfio ocorreu uma recuperagfio natural desse

elemento no solo no periodo posterior de quatro meses.
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Tabela 13. Disponibilidade de P (fésforo) no solo de diferentes culturas.

; + . P resina
Teor K- trocivel Florestais Perenes Anuais Hortalicas
LI P11 U —— mg/dm’ e ————
Muito baixo 0,0-0,7 0-2 0-5 0-6 0-10
Baixo 08-1,5 3-5 612 7-15 10-25
Muitoalto  >6,0 >20 > 60 > 80 > 120

Fonte: Empresa brasileira de pesquisa .agr.opecuélria (EMBRAPA) — centro de
pesquisa de pecuaria do sudeste (CPPSE).

Tabela 14. Limites de interpretagdo de classes para o pH e para a saturago por
bases.

Acidez pH em CaCl, Saturacgio por V (%)
bases
Muito alta Até 43 Muito baixa 0-25
Alta 44-50 Baixa 26 — 50
Muito baixa >6,0 Muito alta > 90

Fonte: Empresa brasileira de pesquisa agropecudria (EMBRAPA) — centro de
pesquisa de pecudria do sudeste (CPPSE).
Tabela 15, Limites de interpretagfio de classes para teores de Ca?" e Mg™",

Ca® trocével Mg”" trocivel
— T 5 7| | R pmn—

Teor

Baixo 0-3 0-4

Fonte: Empresa brasileira de pesquisa agropecudria (EMBRAPA) — centro de
pesquisa de pecuaria do sudeste (CPPSE).
Tabela 16. Limites de interpretagfio de classes para teores de Cu, Fe, Mn ¢ Zn.

Cu Fe Mn Zn
----------------------------------------- mg/dm3 S -

Teor

Baixo 0-0,2 B -4 0-1,2 0-0,5

Fonte: Empresa brasileira de pesquisa agropecudria (EMBRAPA) — centro de
pesquisa de pecuéria do sudeste (CPPSE).



Revisao de literatura 58

Quanto 2 disponibilidade do fésforo nos solos, em fungéio do pH, o solo da
mata 60 anos apresentou valores que mostravam condi¢des inferiores 4 6tima € o
solo de canavial antes da queima esteve dentro de valores adequados. Para as
amostras de solo depois da queima, mais uma vez, observou-se melhoria no pH nfio
acompanhada de uma recuperagio natural do teor do nutriente, no caso o fésforo.

O teor de aluminio no solo de mata 60 anos foi baixo (8 mmolem3),
enquanto que no solo do canavial foi nulo para as trés diferentes amostragens, antes
da queima, depois da queima e 4 meses depois (0 mmol/dm®) (Tabela 11). O
excesso de aluminio torna-se um problema no solo devido a sua forma iénica (Al* -
aqui representada pela relagio H+Al) que pode competir com a absor¢do de outros
ions no solo. Esta competi¢do aumenta inversamente aos valores de pH, ou seja,
quanto maior o pH menor a disponibilidade do ion aluminio e maiores os teores de
calcio e magnésio disponiveis no solo (VASCONCELLOS, 1994). Em ambos solos,
esta relagdo apresentou valores baixos, 11 mmoly/dm’ para o solo de canavial antes
da queima, 40 mmol/dm® para o solo de canavial depois da queima, 38 mmol./dm®
para o solo de canavial quatro meses depois e 80 mmoly/dm’ para o solo da mata 60
anos. Como conseqiiéncia destes valores, a saturagdo do aluminio (“M”) foi de 18%
no solo da mata 60 anos e de zero no solo da cana-de-agtcar (Tabela 11). Sendo
assim, nas amostras de solo aqui analisadas, o aluminio ndo apresentou teores que
pudessem comprometer a absorgfio de nutrientes por parte dos microrganismos. A
“CTC” (capacidade de troca catidnica) na camada aravel de solos, onde ha elevada
concentrago de matéria orgdnica, geralmente varia de 300 a 400 mmol/dm® em
fungdo de sua origem e de seu grau de decomposi¢do (BROADBENT, 1953 apud
VASCONCELLOS, 1994). Em latossolos ha a predomindncia de cargas associadas a
caolinita ¢ 4 gibsita (composi¢io mineral da argila), sendo que no estado de So
Paulo, a CTC de matéria orginica varia de 190 a 400 mmoly/dm’
(VASCONCELLOS, 1994). A CTC, além de estar ligada as cargas da argila,

também estd diretamente ligada as concentragdes de matéria orgénica, de Ca?*, de

BROADBENT, F.E. (1953). The soil organic fraction. Advances in agronomy, (5): 153-183.
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Mg?* e K (SILVA, 1995). No solo da mata 60 anos estudada, o valor foi baixo (115
mmol/dm®), provavelmente devido ao pH ser ligeiramente &cido. No solo do
canavial mais uma vez verificou-se um valor mais elevado antes da queima (654
mmol,/dm?®) (Tabela 11). Depois da queima do canavial, o valor da CTC decresceu
para 69, e posteriormente, para 68 (apds quatro meses). Estes baixos valores estédo
correlacionados a queda dos valores de matéria orgdnica, 40 ¢ 38 g/dm3 logo depois
da queima € dos quatro meses para a segunda amostragem, respectivamente.

A saturagio de bases (“V™) foi muito elevada no solo de canavial antes da
queima (Tabela 11), aproximadamente 98%, o que pode indicar o excesso de
insumos agricolas na 4rea. O solo da mata apresenton um “V> de aproximadamente
31%, um valor alto em relagdo aos 16% obtidos por SILVA (1995) em solo de mata
nativa no Estado de Alagoas. Porém, depois da queima do canavial observou-se uma
queda nos valores para 43 e 44% nas amostras retiradas logo apds a queima ¢ 4
meses depois, respectivamente. Isto ocorreu devido a diminuigfio também observada
nos teores de calcio, potassio, € magnésio. Para os microorganismos, estes valores
para o “V”, reafirmam que n#o houve deficiéncia dos teores de célcio, potéssio, €
magnésio.

A soma das bases (“S” — Ca, Mg ¢ K) ¢ a relagfio “(CatMg)/K” estdo altos no
solo de cana antes da queima, 642 mmol/dm’ e 75, respectivamente, € baixos no
solo da mata 60 anos, 36 mmol/dm® e 8 respectivamente (Tabela 11). Estes
resultados confirmam os valores obtidos na medig@o do pH de ambos solos. Em solo
de canavial 0 “S” ¢ alto devido principalmente a alta concentragéo de célcio. No solo
de mata o inverso é observado devido a baixa concentragdio de potdssio. Quanto a
relagio “(Ca+Mg)/K”, ocorre o mesmo. Em solo de cana valores muito altos para
calcio e magnésio ¢ em solo de mata um valor baixo para o potdssio. Depois da
queima do canavial ocorreu uma queda do valor de “S” no solo de 642 para 30
mmoly/dm® devido principalmente a queda dos teores de calcio, 0 que pode ter
causado a leve redugfio no valor de pH. O mesmo ocorreu com os valores da relagéo
“(Ca+Mg)/K” que cairam de 75 para 49 logo apos a queima, e para 56, quatro meses

depois.
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Segundo PEREIRA et al. (2000), perturbagdes no solo de um sistema natural
através de praticas agricolas, como a calagem, tém resultado em desequilibrios das
populagdes na comunidade microbiana, favorecendo as populagdes de actinomicetos
que preferem solos com pH alcalino. Porém, as amostras de solo, aqui estudadas, ndo
apresentaram valores considerados criticos para nenhum dos parimetros ou dos
teores de clementos analisados, que pudessem causar problemas relevantes as
comunidades de microrganismos. Portanto, as amostras de solo estudadas
apresentaram boa fertilidade.

Apbs a queima, observou-se uma queda no teor de varios elementos,
provavelmente devido a volatilizagio da matéria organica causada pelo aumento da
temperatura (Tabela 11). Porém, a atengdo maior ¢ dada ao elemento fosforo devido
a sua importancia para o metabolismo dos microorganismos. A falta deste elemento
limita o crescimento microbiano no solo afetando diretamente as comunidades que
ali vivem. Sendo assim, a pratica da queima da cana-de-agucar pode ser perigosa

para a microbiota do solo a longo prazo (varios anos).

5.2 Composi¢iio microbiana do solo — Os estudos com PCR e DGGE

Esta etapa do trabalho apresentou alguns problemas quanto a adequagéio dos
métodos utilizados com as amostras colhidas para as andlises. Ocorreram problemas
nas extragdes do DNA, problemas nas reagdes de amplificagdo, devido a dificuldades
na purificagiio do mesmo, e problemas com a separagdo de bandas no gel de DGGE
causados por uma escolha equivocada em um set de primers.

Quanto aos problemas da extragio e posterior amplificagio de DNA, eles
foram divididos em duas etapas: lise das células e extragio do DNA bruto; ¢ a
purificagdo do DNA bruto.

Alguns métodos de extragfio, que utilizam “bead-beater” (promove a lise
mecanica) como o de SMALLA et al. (1993), foram testados e os rendimentos das
extragdes foram sempre insatisfatorios. Provavelmente o excesso de substincias
hiimicas nas amostras de solo e a degradagdo do DNA, causada pelo bead-beater,

foram os responsaveis por estes resultados negativos.
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Os resultados indicam que o uso de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) no
processo de lisi da célula em combinagiio com o tratamento de solugfio salina,
aquecimento e resfriamento combinados, foram eficientes para um bom rendimento
da extragfio de DNA do solo em questdo.

A purificag8o do DNA mostrou-se eficiente, somente depois de realizados os
dois passos da purificagdo. Sendo que, no ultimo passo, foi de fundamental
importdncia o uso de duas colunas, do “Wizard DNA Clean-Up System”, para cada
amostra. Somente depois de utilizar duas colunas por amostra as reagdes de PCR
tiveram amplificagio positiva (Figura 19).

Apbs a purificagio do DNA extraido da comunidade microbiana, tanto do
solo de mata quanto do solo de canavial, foi feita uma eletroforese, em gel de agarose
1%, com todas as amostras purificadas (Figura 19). As concentragdes finais de DNA
purificado (com amplificag#o positiva), em sua maioria, foram muito inferiores a 7,1
pg/ml a ponto de nenhuma banda ser visualizada no gel. Somente as amostras M0
(>7,1pg/ml), M3 (210,66pg/ml), 4AMCO (<7,1pg/ml) e 4MC3 (>35,53ug/ml) tiveram

valores superiores.

ST G ey g w

€

f

t

I

£

«

v

t
xT

EEEEE EEEEE
25 5 NN R I B NP
4 3 235 9 m e o n e :L:i.:l.:l.:_o,QO.UUU
ReHggg===000 3 8382C00 223
[ - T o B — N o = O T
(32 T o R o B} [T o B o B o |

Figura 19. Gel de agarose 1% com amostras de ADNA ([ Jestoque = 533,0ug/ml) ¢
DNA purificado da comunidade bacteriana presente no solo de mata e de canavial.
Legenda: MO — DNA de solo de mata a Ocm de profundidade, M3 - DNA de solo de
mata a 3,0cm de profundidade, M6 - DNA de solo de mata a 6,0cm de profundidade,
C0 - DNA de solo de canavial a 0 de profundidade, C3 - DNA de solo de canavial a
3,0cm de profundidade, C6 - DNA de solo de canavial a 6,0cm de profundidade,
CQO: Solo de cana queimada a 0 cm de profundidade, CQ3: Solo de cana queimada
a 3,0 cm de profundidade. CQ6: Solo de cana queimada a 6,0 cm de profundidade,
4MCO - DNA de solo de canavial 4 meses depois da queima a Ocm de profundidade,
4MC3 - DNA de solo de canavial 4 meses depois da queima a 3,0cm de
profundidade, 4MC6 - DNA de solo de canavial 4 meses depois da queima a 6,0cm
de profundidade.
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Depois de amplificadas as moléculas de DNA purificadas, todos os produtos
das amplificagOes, tanto para o Dominio Bacteria quanto para o grupo dos
actinomicetos, foram também aplicados em um gel de agarose 1% a fim de se ter

uma confirmag#o positiva das amplificagdes (Figura 20).

y : Figura 20. Gel de agarose 1% com
B - .- amostras de produto de PCR com

i : : primers do Dominio Bacteria e do
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MO: Solo de mata a 0 cm de
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Com todos os produtos de PCR prontos, foram feitas as eletroforeses em gel
de DGGE. Os resultados obtidos com a amplificagdo por PCR do DNAr 1685, das
populagdes de actinomicetos presentes no solo nfo foram positivos, como pode ser
observado na Figura 20.

As regides alvo, dos primers R513GC e F243, se mostraram conservadas.
Quando aplicados os produtos das amplificages no gel de DGGE nflo ocorreram
separagdes de bandas. Portanto, os dados encontrados indicam que o set de primers
usados, para o grupo de actinomicetos, ndo foi adequado para a técnica DGGE, o que
contradiz o proposto por HEUER et al. (1997), que conseguiram separagdo de
bandas. A Figura 21 nfio é um resultado unico, foram feitos diversos géis com

diferentes concentragdes de desnaturante e o resultado sempre foi 0 mesmo.
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Figura 21. Gel de DGGE (55-57%) com amostras do solo de cana amplificando
fragmento de actinomicetos. As amostras foram coletadas nos dias 27/11/1999
(amostras da mata e da cana antes e imediatamente depois da queima) e no dia
28/03/2000 (amostras de quatro meses). CM: Clavibacter michigalensis. EC:
Escherichia coli. LP: Lactobacillus plantarum. ML: Micrococcus luteus. SVL:
Streptomyces violaceoruber. SVR: Streptomyces viridochromogenes. MO: Solo de
mata a 0 cm de profundidade. M3: Solo de mata a 3,0 cm de profundidade. M6: Solo
de mata a 6,0 cm de profundidade. CO0: solo de cana a 0 cm de profundidade. C3:
Solo de cana a 3,0 cm de profundidade. C6: Solo de cana a 6,0 cm de profundidade.
CQO: Solo de cana queimada a 0 cm de profundidade. CQ3: Solo de cana queimada
a 3,0 cm de profundidade. CQ6: Solo de cana queimada a 6,0 cm de profundidade.
4MCO: Solo de cana quatro meses apos a queima a 0 cm de profundidade. 4MC3:
Solo de cana quatro meses apds a queima a 3,0 cm de profundidade. 4MC6: Solo de
cana quatro meses apos a queima a 6,0 cm de profundidade.

A vegetagio ¢ o fator determinante na composigdo da comunidade
microbiana do solo. Ela é a fonte primaria de recursos para o crescimento de
microorganismos heterotréficos do solo. Cada diferente espécie de planta ¢
constituida de diferentes compostos de carbono, estes compostos, por sua vez,
limitam o crescimento microbiano na medida que metabolismos especificos sdo

necessarios para degrada-los. Ainda, diferentes comunidades de plantas podem
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alterar as caracteristicas fisicas ¢ quimicas do solo e favorecer o crescimento de
espécies microbianas diferentes (NUSSLEIN & TEIDIE, 1999).

Quanto as andlises das bandas para as diferentes amostragens do solo de
canavial, foram observadas duas bandas (setas vermelhas Figura 22), uma que esta
presente somente nas amostras da superficie do solo de canavial antes da queima ¢ a
outra que s6 ¢ visualizada nas amostras da superficie de solo de canavial coletadas
quatro meses apos a queima. Estas bandas correspondem a populagSes bacterianas
das amostras de solo retiradas da superficie do canavial e que, provavelmente devido
a queima (que elevou a temperatura da superficie do solo a um pico de
aproximadamente 90°C por aproximadamente quatro minutos), uma desaparece apos
a queima (eliminada pelo fogo) e a outra surge quatro meses apos (ocupando ,
provavelmente, o novo nicho ecoldgico disponivel). Todos os outros padres de
bandas (antes, imediatamente depois e quatro meses depois da queima nas
profundidades de 3,0 e 6,0 cm) nélo sofreram alteragdes. Este fato confirma os dados
mostrados na Figura 10, onde a temperatura do solo abaixo da superficie
praticamente nfio se alterou. A pratica da queima da cana-de-aglcar, neste caso, ndo
causou modificagBes expressivas na estrutura da comunidade bacteriana do solo
estudado.

O presente trabalho mostrou que existem diferengas entre solos proximos de
mata e de canavial, € que a pratica da queima do canavial, analisada segundo a
técnica DGGE, ndo mostrou variagdes relevantes sobre a estrutura da comunidade
microbiana do solo. A técnica DGGE, contribuiu como uma ferramenta de anélise
rapida da diversidade bacteriana nas amostras estudadas, porém sem identificar as
populagdes bacterianas que compde esta diversidade. Em estudos posteriores o uso
de sondas especificas, para populagdes conhecidas das amostras, associadas a esta

ultima técnica poderdo trazer resultados mais conclusivos.
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Figura 22. Fotos dos géis de DGGE com amostras de DNA para o Dominio Bactéria.As amostras foram coletadas nos dias 27/11/1999
(amostras da mata e da cana antes e imediatamente depois da queima) e no dia 28/03/2000 (amostras de quatro meses). Gel da esquerda
(50%-60%) com amostras de DNA do solo da mata 60 anos. Gel da direita (55%-60%) com amostras de DNA do solo do canavial. CM:
Clavibacter michigalensis. EC: Escherichia coli. LP: Lactobacillus plantarum. ML: Micrococcus luteus. SVL: Streptomyces
violaceoruber. SVR: Streptomyces viridochromogenes. S’: amostra de solo na superficie. 3: amostra de solo de 3,0cm de profundidade. 6:
amostra de solo de 6,0cm de profundidade. Padrio: amostras colhidas antes da queima. Queima: amostras colthidas ap6s a queima. 4
meses: amostras colhidas 4 meses apés a queima. As setas vermelhas indicam bandas de S’-Padrio ¢ de S’-4 meses que desaparecem e
aparecem, respectivamente, nas outras amostragens.
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6. CONCLUSOES

> O solo se mostrou um bom isolante térmico e reduziu a agfio do fogo apenas a

superficie.

» Apesar da proximidade dos locais de amostragem, os solos de mata e do canavial
diferem quanto a granulometria, provavelmente devido as alteragdes causadas

pelo cultivo da cana.

» A queima do canavial, como um fato tnico, néio provocou alteragdes bruscas nos
teores de macro e micronutrientes do solo. Porém, um estudo a longo prazo dos
mesmos parfmetros pode vir a mostrar problemas de fertilidade no solo

principalmente quanto aos teores do elemento fosforo.

% A chuva ndo foi um fator de interferéncia na diversidade microbiana encontrada
nas amostras pois coincidentemente elas foram coletadas em dias com as mesmas

condigdes pluviométricas.

» A purificagio do DNA extraido, uma etapa critica do trabalho, s6 foi bem
sucedida apds o uso de duas colunas (“Wizard DNA Clean-Up System”) de

purifica¢fio por amostra.

» As regides alvo, dos primers R513GC e F243, se¢ mostraram conservadas, de

modo que este sef de primers ndo se mostrou adequado para o estudo.

> O uso da técnica DGGE identificou o desaparecimento de uma populagio

bacteriana somente na supetficie de solo queimado. Sendo assim, a estrutura da
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comunidade bacteriana do solo nfio sofreu modificagdes relevantes nas condigGes

de estudo deste trabalho.
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7. RECOMENDACOES

» Serfo necessarios maiores estudos com a abordagem apresentada nessa
Dissertagio de Mestrado, dando énfase a populagdes microbianas isoladas e

identificadas do proprio local das amostragens como referéncia.
» Melhorar a eficiéncia da recuperagfio de DNA a partir das amostras de solo.

» Serd necessario o desenho e a sintese de primers de regides pouco conservadas
para um grupo especifico existente na amostra, afim de que sejam obtidos

resultados mais substanciais a respeito da estrutura da comunidade em questdo.

» Ampliar o periodo de estudo sobre a variagfio temporal ¢ espacial da pratica da
queima de canaviais antes de seu corte, a fim de certificar o real impacto desse

método sobre a microbiota do solo.

» Utilizar replicatas das amostras de solo de cada tratamento, para dar suporte

estatistico ao estudo e eliminar a possibilidade de artefatos da técnica.
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gfdm’ % %
mg/dm’ mmolJ/dm®
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N® Lab. Identificagéo Areia total | Argila Silte
alkg a/kg glkg
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N° Lab. Identificagdo Cu Fe Zn Nn
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