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RESUMO

LISBOA, Francy Junio Gongalves. Vinculos entre variaveis de solo, plantas e ambiente em
areas de mineracdo na Amazonia. 2012. 48f. Dissertacio (Mestrado em Agronomia,
Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

O objetivo do estudo foi detectar e investigar a natureza dos padrdes de relacionamento entre
a vegetacdo e a variagdo quimico-microbioldgica em substrato recuperado com diferentes
estratégias de manejo apds atividade de mineragdo na Amazonia. Trés sitios: R2 (Topsoil), R3
(Oficina), e R6 (CCI); inicialmente recuperados sob o mesmo tipo de substrato, o rejeito de
estéril de ferro, além de um sitio de floresta primaria (Ref), foram os alvos do presente estudo.
Para acessar os relacionamentos foi utilizada a abordagem conhecida como sobreposi¢cao
Procrusteana seguida de teste de significincia denominado PROTEST. Os resultados
apontaram que o relacionamento entre vegetacdo e o ambiente quimico do substrato foi
significativo; porém contrastante quanto a sua natureza. Os resultados mostraram que no sitio
R6 (CCI), onde se caracterizou o dominio de leguminosas associado a menor diversidade e
equitabilidade vegetal, a interac@o entre a vegetacdo e o ambiente quimico do substrato foi
mais intima do que nos outros sitios investigados. Com base na observacdo de que essa
associacdo foi significativamente relacionada a biomassa (MBC) e eficiéncia metabdlica
(qC0O2), e considerando a hipdtese de que o sitio R6 (CCI) teria a condi¢do mais homogénea
quanto a qualidade do litter aportado por sua vegetacdo do que nos outros sitios, foi levantada
a suspeita de que essa associagdo mais intima esteja vinculada as espécies leguminosas
dominantes no R6 (CCI), Senna Sylvestris e Mimosa acutistipula. Nesse cendrio, uma vez que
a biomassa microbiana e sua atividade se relacionam com as respostas funcionais do
substrato, o presente estudo da suporte, mesmo que de forma localizada, a hipétese de massa,
preconizando que espécies ou grupos botanicos dominantes sdo os principais moderadores das
respostas funcionais dos ecossistemas terrestres.

Palavras-chave: Procrustes. Relacionamento. Leguminosas. RDA. Comunidade. Ecologia.



ABSTRACT

LISBOA, Francy Junio Gongalves. Links between variables of soil, plants and
environment in mining areas in the Amazonia. 2012. 48p. Dissertation (Master Science in
Agronomy, Soil Science) Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

This study aimed to investigate the relationship between vegetation and properties of an iron
mine substrate undergoing recovery in the Brazilian Amazon. Vegetation structure, the
physical and chemical properties of the substrate, microbial biomass, baseline respiration,
total enzymatic activity and the activity of B-glucosidase, laccase and acid phosphatase were
measured in three sites undergoing recovery by 3 different strategies (R2, Topsoil, R3,
“Oficina”, and R6, CCI), and in a nearby forest site. The data was analyzed with ANOVA and
with a Procrustes analysis followed by significance tests known as PROTEST in order to
measure the correlation between the vegetation structure and the variables measures for the
substrate. The results indicated contrasting relationships between the nature of the relationship
of vegetation with chemical and microbiological variables, both at the level of sites and
sampling points. A higher interaction was observed in site R6 (CCI), which was characterized
by a dominance of legumes, associated to lower diversity and equitability. This association
favored the microbial biomass and its metabolic efficiency, raising the hypothesis that the
effect of vegetation on site R6 was due to the dominance of Senna sylvestris e Mimmosa
acutistipula through changes in the chemical environment of the substrate. Since the
microbial biomass and its activity are related to the functional state of the substrate, this study
supports the mass hypothesis, which says that dominant botanical groups are the major drivers
of the functional responses of terrestrial environments.

Keywords: Procrustes. Relationship. Legumes. RDA. Community. Ecology.
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1. INTRODUCAO

A mineracdo € um dos setores basicos da nossa economia, contribuindo de forma
decisiva ao desenvolvimento socioecondmico de na¢des. Na Conferéncia Rio + 10, realizada
de 26 de maio a 29 de agosto de 2002 em Johannesburgo na Africa do Sul, a mineragio foi
uma atividade referendada por varios paises como sendo essencial ao desenvolvimento sdcio-
econdmico mundial.

A histéria do Brasil tem intima relagdo com a busca e o aproveitamento dos recursos
minerais, que sempre contribuiram com importantes insumos para o desenvolvimento do pais.
O Brasil possui importantes depdsitos minerais, alguns de alta expressdao mundial, como é o
caso das reservas de minério de ferro existentes em Carajis. O Complexo Minerador da Serra
de Carajas (CMSC), sitio do presente estudo, estd localizado no estado do Pard, entre as
cidades de Sao Félix do Xingu e Marab4, e entre os Rios Tocantins e Xingu. As pesquisas
geoldgicas em Carajds comecaram em 1967 e, uma década depois, em 1978, foram iniciadas
as obras para a implantac¢do do Projeto Carajds. Em 1981, ocorreu a primeira detonagdo, e em
1985 o primeiro trem carregado com o minério entrou em funcionamento. Segundo estimativa
da companhia Vale, as reservas minerais presentes em Carajds acumulam o impressionante
montante de 1,5 bilhdes de toneladas. Além da enorme quantidade de ferro existente em
Carajés, outros minerais também sao explorados, como € o caso do manganés, do cobre, do
niquel, e em menor quantidade, o ouro.

Em marc¢o de 2011, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) divulgou
nimeros que a maior parte dos analistas de mercado previa, e que a populagdo brasileira ja
sentia no seu dia a dia. O produto interno bruto brasileiro (PIB), soma de todas as riquezas
geradas no territério nacional, aumentou 7,5% em 2010 em relacdo ao ano de 2009, atingindo
a marca de 3,7 trilhdes de reais. Esse crescimento fez o Brasil alavancar para o rol das dez
maiores economias do globo. Segundo o Departamento Nacional de Producdo Mineral
(DNPM), 6rgéo vinculado ao Ministério de Minas e Energia, o carro chefe desse crescimento
foi o setor de producdo mineral, em especial o de produgdo/exportacao de minério de ferro.
Segundo o DNPM, a producdo de minério de ferro atingiu em 2010 a quantidade de 370
milhdes de toneladas. Isso correspondeu a um aumento de 19% em relacdo ao ano anterior e
16% de toda a producdo de minério de ferro mundial. O volume negociado atingiu 28,9
bilhdes de dodlares, o que representou 14% de todo o volume financeiro obtido com
exportagdes em 2010.

Toda essa pujanca economia propiciada pela mineracdo é muito importante, pois
auxilia na redugdo das desigualdades sociais e regionais. No entanto, apesar da importancia e
da grandeza, a mineracdo corresponde a uma das atividades mais impactantes ao meio
ambiente, sendo tema frequente das celeumas envolvendo a questdo ambiental. O fato de a
mineragdo ser impactante, e muito mais quando nao bem operada, ndo pode ser alijado e,
como toda atividade capaz de alterar o meio ambiente de forma expressiva, a mineragcdo esta
disciplinada nos termos da legislacdo ambiental brasileira, uma das mais extensas e rigorosas
do mundo. Para atender aos imperativos da legislacdo, a atividade de mineracdo deve seguir
uma série de ritos, entre os quais estd o da obrigacdo de entregar, juntamente com o estudo de
impactos ambientais € o seu respectivo relatério de impacto ambiental, o plano de
recuperacao de areas degradadas (PRAD).

A necessidade do PRAD tem seu fundamento quando se avalia o desenrolar do
processo de exploracdo mineral, em particular, a mineracdo de ferro em Carajds, sitio do
presente estudo. Uma vez que o minério de ferro encontra-se a profundidades relativamente
grandes, a derrubada da floresta, remocdo da camada superficial e das camadas



subsuperficiais do solo, e a geracdo de rejeitos e outros tipos de substratos de dificil
colonizacdo pelas plantas sdo consequéncias inevitaveis. Tudo isso conflui para a perda da
capacidade resiliente da drea, caracterizando um cendrio de degradacdo. Uma das faces desse
cendrio é a geracdo de grandes quantidades de um material ferruginoso e de granulometria
grosseira. Esse material é chamado de rejeito de estéril e serve de substrato para a montagem
dos taludes que integram a paisagem da mina.

A palavra estéril remete a uma condi¢do de incapacidade, neste caso, incapacidade dos
substratos de granjear vida, uma vez que constituem material incipiente em propriedades
fisicas, quimicas, e bioldgicas capazes de subsidiar o estabelecimento da vida e dar inicio a
regeneracdo natural do sistema. Dessa forma, os taludes de rejeito de estéril assim que sdo
montados assumem caracteristicas contrdrias a todas as defini¢des que a literatura sugere para
solo. Fatores, como a auséncia de matéria organica, falta de estrutura em agregacao, falta de
diferenciacao de horizontes, e a inexisténcia de fertilidade quimica posicionam esses corpos
em um ponto andlogo ao chamado tempo zero de recuperagao.

A recuperagao do substrato de rejeito estéril, alcancando um estddio de funcionalidade
igual ao do solo existente antes da atividade mineradora é uma utopia, pelo menos no que diz
respeito as demandas baseadas na escala de tempo humana. Entretanto, boa parte dessa
funcionalidade pode comecar a ser restabelecida através de acdes mitigadoras como a
revegetacdo com espécies arboreas e arbustivas (CHAER et al., 2011). Essa acdo marca o
tempo zero da retomada edafo-funcional do substrato por engatilhar o aporte de matéria
organica ao sistema e, por consequéncia, a ciclagem de nutrientes, pavimentando a criagao de
novos nichos e a recuperacdo ecoldgica. Nesse contexto, o grau de desenvolvimento funcional
do substrato utilizado para a formagdo dos taludes responde pela retomada desse corpo em
termos de solo propriamente dito.

A metodologia de revegetacdo do substrato gerado pela atividade de mineracdao de
ferro na provincia mineral de Carajas-PA ndo se limita a uma abordagem unica. O uso de
coquetéis de sementes com diferentes espécies vegetais, exdticas e/ou nativas; de porte
arbéreo e/ou arbustivo, € um dos principais pontos de variacdo das estratégias de manejo de
recuperagdo utilizadas nas minas de Carajds. Nesse sentido, as diferentes estratégias de
manejo de recuperacdo aplicadas ao substrato acabam, por muitas vezes, refletindo em
comunidades vegetais divergentes em estrutura e composicao. Assim, os taludes de estéril
revegetados se traduzem em rica oportunidade para avaliar os relacionamentos entre a
vegetacdo e o ambiente quimico e microbioldgico do substrato. Todavia, apesar de as bases
atuais dos programas de recuperacdo de dreas degradadas serem orientadas para implantacdo
de modelos semelhantes ao processo de sucessdo ecoldgica, as decisdes de ordem pratica
sobre os rumos do manejo de recuperacdo ainda sdo fortemente influenciadas pela evolucdo
bidtica acima do substrato, mais especificamente pela dindmica da composi¢do e estrutura da
vegetacdo. Isso se deve basicamente ao usual pragmatismo implicito das medicdes do
ambiente acima do solo. Somado a isso, existe também a dificuldade de interpretar dados
bioldgicos em um nivel que permita afirmar com seguranga o rumo que o componente bidtico
do substrato tende a seguir ao longo do processo de recuperacao.

A comunidade microbiana € o principal componente biético do solo (WARDLE et al.,
2004). Ela esta relacionada com a eficiéncia do solo em realizar fun¢des, como a ciclagem de
nutrientes, armazenamento de carbono, manutencdo da cadeia tréfica, e manutencdo da
diversidade e produtividade de fauna e flora. A essa luz, é coerente pensar que aspectos
microbiol6gicos do solo, como a biomassa, eficiéncia metabdlica microbiana; e atividade de
enzimas hidroliticas, sdo adequados para serem coligados como representantes da resposta
funcional do ecossistema vinculado ao ambiente do solo. Entretanto, a maior parte dos
trabalhos realizados em éreas de mineracao em processo de recuperacido ndo aborda de forma
explicita as interacdes entre o ambiente interno do substrato, caracterizado por fatores



quimicos e microbiolégicos, € o ambiente sobre o substrato, representado pela vegetacao. Isso
€ um problema porque a avaliagdo isolada dos ambientes, vegetacdo e substrato, constitui
barreira ao entendimento mais completo sobre os efeitos da biodiversidade vegetal, incluindo
riqueza e identidade de espécies e/ou grupos botanicos, sobre aspectos funcionais do
ecossistema relacionados ao ambiente do solo, como a ciclagem de nutrientes e do carbono.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo bdsico investigar a natureza
dos padroes de relacionamento direto entre a vegetacdo e a variacdo quimica e
microbioldgica, em sitios cujo substrato de rejeito de estéril foi recuperado com diferentes
estratégias de manejo. A hipétese € a de que a variagdo na vegetacdo afeta a variagdo nos dois
compartimentos “below-ground” investigados, quais sejam as propriedades quimicas do solo
e as propriedades microbioldgicas.

Especificamente o estudo buscou detectar a variacdo geral dos sitios baseada em na
estrutura da vegetacdo. Com o auxilio da ferramenta estatistica da sobreposicao Procrusteana,
o estudo buscou identificar a existéncia de relacionamentos significativos entre a vegetacao e
a variacdo dos aspectos quimicos e microbioldgicos do substrato de forma conjunta e
separada. Além disso, o estudo focou em interpretar a natureza do efeito da vegetacdo sobre a
variacdo dos aspectos quimicos do substrato, tendo como base a resposta de aspectos
microbiolégicos ao relacionamento vegetacdo/substrato. Padrdes de relacionamento entre
varidveis individuais de vegetacdo e de solo (quimicas, fisicas, e microbioldgicas) foram
acessados por Andlise de Redundancia (RDA). Por fim, o presente trabalho almejou
identificar varidveis de estrutura vegetal habilidosas em modelar a variagdo ecoldgica dos
substratos baseada em conjunto de aspectos quimicos, microbioldgicos, e fisicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

A biodiversidade vegetal pode ser dividida em diferentes componentes, entre eles
estdo a riqueza de espécies vegetais e a riqueza de grupos botanicos funcionais (MCLAREN
& TURKINGTON, 2010), ambos considerados importantes na geracdo de efeitos da
vegetacdo sobre o funcionamento de ecossistemas terrestres (REICH et al., 2004). Apesar da
importancia da biodiversidade vegetal, a maior parte dos trabalhos atenta em acessar seu
efeito sobre o funcionamento do ecossistema por meio da estimacdo de um tnico tipo de
resposta: a produtividade primdria (HOPPER et al., 2005; BALVANERA et al.,, 2006;
MCLAREN & TURKINGTON, 2010). Isso € um problema uma vez que a natureza do
relacionamento entre diversidade vegetal e funcionamento dos ecossistemas depende do tipo
de resposta escolhida (BALVANERA et al., 2006).

Alguns trabalhos como o de MCLAREN & TURKINGTON (2010) buscaram acessar
o relacionamento entre riqueza de grupos botanicos e respostas funcionais do ecossistema
além daquela representada pela produtividade primaria. No entanto, esses autores focaram em
respostas, como a taxa de suprimento de nutrientes, a umidade do solo, e a percentagem de
interceptacdo de luz. Poucos sdo aqueles que atentaram para respostas vinculadas ao
componente microbiolégico. Por exemplo, SINGH et al. (2008) conduziram um estudo
focando no relacionamento entre a comunidade de plantas e a composi¢cdo de grupos
funcionais microbianos importantes como fungos micorrizicos arbusculares e bactérias.
Também, GARCIA-PALACIOS et al. (2011) estudaram o efeito da heterogeneidade da
distribuicao de nutrientes do solo sobre o relacionamento entre a diversidade vegetal e o
funcionamento do ecossistemas. Esses autores consideraram a atividade de enzimas
extracelulares do solo como uma resposta funcional. Por sua vez, LAMB et al. (2011)
desenvolveram um estudo visando avaliar o efeito da riqueza e da equitabilidade vegetal sobre
o funcionamento do ecossistema baseado na caracterizagdao de bactérias relacionadas a etapa
inicial do processo de nitrificagdo do solo. A principal critica aos tipos de trabalhos acima
mencionados é que a maioria foi conduzida em comunidade de plantas reunidas
artificialmente (MCLAREN & TURKINGTON, 2010). Essas abordagens sdo consideradas
essenciais para determinar relacionamentos casuais entre a riqueza de espécies ou nimero de
grupos botanicos e as propriedades de solo, porém, perdem na capacidade de identificar o
papel de grupos ou espécies vegetais em comunidades naturais (MCLAREN &
TURKINGTON, 2010).

As comunidades vegetais formadas nos processos de recuperacao de areas degradadas
exibem uma forma mais natural em comparagdo aquelas formadas em microcosmos, o que
pavimenta estudos sobre a evolucdo de diversos aspectos funcionais dos ecossistemas ligados
ao ambiente do substrato, bem como o padrio de relacionamento desse ambiente com a
biodiversidade vegetal.

No entanto, a maior parte dos estudos desenvolvidos em dreas de mineracdo em
processo de recuperagdo e que consideram os ambientes vegetacdo e solo compartilha ao
menos duas caracteristicas: a maior parte € conduzida em regides de clima temperado; e a
comparacdo € basicamente feita entre sitios recuperados com apenas uma ou com poucas
espécies. FROUZ et al. (2009), por exemplo, compararam o efeito da biomassa vegetal sobre
o sequestro de carbono e o acimulo de matéria organica em sitios recuperados com
monoculturas de espécies arboreas de clima temperado. No mesmo ano, em areas revegetadas
com monoculturas arboreas apds atividade de mineragdo de areia na Polonia, CHODAK et al.
(2009) acessaram o desenvolvimento temporal de propriedades ligadas a atividade da
comunidade microbiana, como a biomassa, a mineralizacdo do N, e o perfil fisioldgico.
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CHODAK & NIKLINSKA (2010) avaliaram o efeito de trés espécies arbéreas, plantas em
monocultura ou combinadas, sobre propriedades microbianas em sitios recuperados apds
mineracio de carvio na Republica Tcheca. Também, HELINGEROVA et al. (2010)
compararam mudancas na biomassa e na atividade microbiana em duas cronosequéncias de
sitios recuperados de forma antrépica e de forma natural em minas da Europa central.

Uma vez que os padrdes de reflorestamento geralmente seguem a proposta de utilizar
espécies capazes de crescer em clima nativo, ambientes degradados em regides tropicais
normalmente demandam maior riqueza de espécies vegetais em seus projetos de recuperagao
do que aqueles situados em clima temperado. De fato, a riqueza e a identidade vegetal t€ém
sido apontadas como alguns dos principais componentes reguladores da cadeia de respostas
funcionais do ecossistema a vegetacio (REICH et al.,, 2004; LAMB et al.,, 2011).
Adicionalmente, as respostas dos ecossistemas derivadas do ambiente do solo sdo mediadas
principalmente pela diversidade quimica da serrapilheira e de exsudatos radiculares, os quais
sdo considerados os principais elos entre os ambientes acima e abaixo da superficie do solo
(BARDGETT et al., 2005; ORWIN et al., 2006; LAMB et al., 2011). Dessa forma, é esperado
que os padroes de relacionamento entre a estrutura vegetal e o ambiente quimico-
microbiol6gico do substrato em sitios tropicais sejam diferentes dos padrdes exibidos pelos
sitios localizados em ambientes de clima temperado.

Entre as principais respostas microbioldgicas dos ecossistemas as alteragdes no
ambiente acima da superficie do solo, particularmente as variagcdes na estrutura vegetal, estdo
aquelas relacionadas a biomassa, atividade, e estrutura das comunidades microbianas (JIN et
al., 2010; MUKHOPAFYAY & JOY, 2010; ZHANG & CHU, 2011). A comunidade
microbiana do solo constitui amplo conjunto de microrganismos que vao desde bactérias de
vida livre, passando por protozodrios, actinomicetes, fungos saprofitos, até aqueles em
complexas associacdes simbidticas (HARRIS, 2009). Compreende assim componente
biosférico altamente diverso em termos genéticos, estruturais e funcionais.

A biomassa microbiana, a atividade de enzimas hidroliticas, e a respiracdo basal do
solo s@o comumente coligadas sob a expressdo da atividade microbiana do solo, e tem sido
amplamente acessadas para inferir sobre a saide e a qualidade de ecossistemas terrestres.
PASCUAL et al. (2000), por exemplo, compilaram informacdes da biomassa microbiana, de
atividade de enzimas extracelulares, e da respiracdo do solo para avaliar o efeito do tempo de
abandono da atividade agricola sobre a qualidade do solo. Em outro interessante estudo,
CHAER et al. (2009b) buscaram comparar o comportamento de aspectos da comunidades
microbianas, como a atividade de enzimas e estrutura microbiana, antes e apds a inducao de
impacto térmico sobre o solo. Recentemente, SAHOO et al. (2010) avaliaram os impactos das
diferentes formas de acidez sobre a atividade de enzimas extracelulares, biomassa microbiana,
e respiracdo basal em ambientes contaminados com dgua de drenagem de mineracao.

Apesar da importancia dos aspectos da comunidade microbiana do solo como
indicadores de qualidade, e do grande corpo de pesquisas atentando para seu potencial uso, as
tomadas de decisdes de ordem prética sobre os rumos do manejo da recuperacdo de areas apos
atividade mineradora ainda sdo fortemente influenciadas pelo usual pragmatismo das
medi¢des no ambiente acima do solo. Isso € incompreensivel, tendo em vista resultados
experimentais mostrando a importancia da comunidade microbiana para a sustentabilidade e a
produtividade dos ecossistemas terrestres (KLIRONOMOS et al., 2000; VAN DER HEIJDEN
et al., 2006, 2008), bem como para a formacgdo estrutural do solo (RILLIG & MUMMEY,
2006; GAIL et al., 2009). Por exemplo, em um cldssico trabalho utilizando comunidades
vegetais artificialmente reunidas, VAN DER HEIJDEN et al. (1998a) mostraram que a
sustentabilidade e produtividade dos ecossistemas terrestres dependia da manutencdo de um
nivel bésico de diversidade de fungos micorrizicos arbusculares.



Por outro lado, as alteragdes de aspectos microbioldgicos em fun¢do da variacdo da
estrutura e composicdo vegetal refletem outra via de relacionamento entre vegetacdo e os
microrganismos do solo, a qual é pavimentada principalmente pela qualidade e quantidade de
residuos ofertados pelas plantas (BARDGETT, 2005). Por exemplo, em um recente estudo
conduzido por ORWIN et al. (2010), foi reportado que distintas estratégias vegetais para
utilizagdo dos recursos disponiveis no solo, e vinculadas a qualidade quimica da serrapilheira,
eram suficientes para o deslocamento da natureza da rede tréfica do solo. Adicionalmente,
MUKHOPADYAY & JOY (2010) verificaram que as diferencas na qualidade quimica da
serrapilheira derivada de espécies leguminosas estavam associadas com diferencas no padrao
de atividade microbioldgica do solo. Esses resultados reforcam a importancia das interacdes
entre os ambientes sobre o solo, caracterizado pela vegetacdo, e o ambiente do solo,
representando por aspectos quimicos, fisicos, e microbiologicos (WARDLE et al., 2004). No
entanto, como bem argumentado por HEIL (2010), esses dois ambientes sdo investigados de
forma independente pela maior parte dos trabalhos, incluindo aqueles sobre recuperacdo de
ambientes degradados (HARRIS, 2009).

Uma das explicacOes para a resisténcia em relacdo ao uso efetivo do componente
bidtico como norteador das tomadas de decisdes é o grande numero de resultados
contraditérios, o que dificulta a descricdo de padrdes de relacionamento entre a variacdo da
estrutura vegetal, caracteristica do processo de recuperacdo; e o comportamento de fatores
microbianos. Segundo HARRIS (2009), essa multiplicidade de resultados controversos
contribui para que o processo de recuperacio de dreas degradadas permaneca sem a definicao
de seus principais regulares biolégicos, ou seja, sem a definicio do verdadeiro papel da
comunidade microbiana na evolugdo da recuperagdo de dreas degradadas. Outro fator contra a
adocdo na pratica dos resultados envolvendo aspectos microbiologicos é a falta de
pragmatismo em suas mensura¢des. Enquanto as plantas se apresentam para serem
prontamente medidas e contadas, as varidveis microbiolégicas do solo normalmente
demandam mao de obra especializada e equipamentos nem sempre disponiveis, além de
metodologias, as quais possuem diferentes enfoques e resultados muitas vezes conflitantes.

Estreitamente relacionado aos vieses acima mencionados estd o fato de a maior parte
dos microrganismos presentes no solo ainda ser desconhecida. Isso representa clara barreira
ao entendimento sobre o papel da comunidade microbiana na recuperagdo ecoldgica de dreas
degradadas. De fato, para aqueles que se ocupam da ecologia de microrganismos, um dos
principais contrapontos para o avanco das pesquisas € a falta de metodologias capazes de
abranger com confianca toda a diversidade genética, estrutural, e funcional existentes no solo.
Apesar disso, nos ultimos anos, particularmente a partir do final do século XX, as
metodologias baseadas na necessidade prévia de cultivo passaram a dividir espaco com a
emergéncia de técnicas baseadas na utilizacdo de marcadores genéticos e bioquimicos do solo,
também chamadas técnicas independentes de cultivo.

Uma abordagem independente de cultivo, simples, e ja bastante difundida, é a
caracterizacdo funcional da comunidade microbiana do solo por meio da quantificacdo da
atividade potencial de enzimas extracelulares relacionadas a servigos essenciais do
ecossistema, como a ciclagem de nutrientes e do carbono. A medicao da atividade de enzimas
extracelulares associadas a mineralizacdo e liberacdo de nutrientes importantes para plantas e
microrganismos fornece informacdes importantes sobre os ciclos biogeoquimicos em solos
tropicais (TURNER, 2010). Além disso, uma vez que a atuacdo de enzimas constitui o
mecanismo primario pelo qual os microrganismos decompdem a matéria organica do solo, sua
quantificacdo pode fornecer informagdes valiosas sobre o nivel nutricional do solo
(TURNER, 2010).

Muitos estudos vém incorporando o uso dessa metodologia para acessar a
funcionalidade da comunidade microbiana como indicadora de qualidade e de mudancgas



estruturais da comunidade microbiana. HINOJOSA et al. (2004), por exemplo, utilizaram a
atividade de enzimas relacionadas a mineralizacdo do fésforo como indicadora do nivel de
contaminacdo por metais pesados em solos em processo de recuperacdo. Em sitios em
processo de recuperacdo apds atividade mineradora de carvdo, BALDRIAN et al. (2008)
focaram na atividade enzimdtica para acessar as respostas funcionais da comunidade
microbiana do solo durante o processo de sucessao vegetal.

Mais recentemente, STURSOVA & BALDRIAN (2011) conduziram estudo
investigando os efeitos do manejo e das propriedades de solo sobre a atividade de enzimas
envolvidas na transformagdo da matéria organica. Adicionalmente, a andlise da atividade de
enzimas extracelulares pode também ajudar na inferéncia sobre deslocamentos da estrutura da
comunidade microbiana, tendo em vista a associacdo de determinadas classes de enzimas a
determinados grupos microbianos, por exemplo, fungos e enzimas oxidativas (BALDRIAN,
2006). KORANDA et al. (2011), por exemplo, focaram na influéncia de exsudatos radiculares
sobre a atividade de enzimas extracelulares para fazer inferéncias sobre a distin¢do estrutural
entre a comunidade microbiana rizosférica e aquela fora dos dominios radiculares.

O carbono da biomassa microbiana, apesar de ser um cldssico indicador de qualidade
do solo, é considerado uma abordagem ‘“caixa preta”, isto €, ndo é capaz de fornecer
informacdes sobre mudancgas estruturais nas comunidades microbianas investigadas
(HARRIS, 2003). Para atender a esse propdsito, por exemplo, existem metodologias
independentes de cultivo que utilizam marcadores genéticos. A titulo de exemplo, entre as
abordagens mais comuns que utilizam marcadores genéticos para a caracterizagao da estrutura
da comunidade microbiana do solo, estdo aquelas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR do inglés “Polimerase Chain Reaction”) (MULLIS, 1986). Uma delas é a Eletroforese
em Gel com Gradiente de Desnaturagio (DGGE do inglés “Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis”) (MUYZER et a., 1993). Essa abordagem estd baseada na discriminagdo de
fragmentos genéticos similares em tamanho, porém, contrastantes na composi¢do de bases,
em especial no conteddo de guanina e citosina, fornecendo uma “impressdo digital” da
estrutura da comunidade microbiana.

Apesar de bastante utilizada, uma limitacdo da DGGE € o ndo fornecimento de
informacdes capazes de diretamente determinar a composi¢do da comunidade microbiana,
sendo necessdrias etapas adicionais de clonagem, sequenciamento, € comparacdo com banco
de dados para atingir tal propdsito. Outro ponto importante é o carater restritivo das técnicas
baseadas na PCR. Uma vez que o par de iniciadores (“primers”) é concebido para detectar
apenas um grupo microbiano especifico dentro de uma amostra genética complexa, as
técnicas baseadas na PCR ndo sdo capazes de fornecer, simultaneamente, informagdo para
mais de um grupo microbiano.

Para superar as limitacOes acima mencionadas existem técnicas baseadas em
marcadores bioquimicos, como € o caso da Andlise de Acidos Graxos Derivados de
Fosfolipidios (PLFA do inglés “Phospholipids Fatty Acid”) (WHITE, 1996). Apesar de
perder em poder de resolucdo em relagcdo as técnicas baseadas na caracterizagdo genética de
microrganismos, a abordagem PLFA exibe vantagens que colocam essa metodologia entre as
técnicas mais promissoras para a caracterizagdo quantitativa, estrutural, e funcional da
comunidade microbiana do solo.

Acidos graxos sdo basicamente 4cidos carboxilicos com longas cadeias
hidrocarbonadas, derivados principalmente de moléculas lipidicas. Lipidios correspondem a
um amplo conjunto de biomoléculas com diversas fun¢des nas células vivas, caracterizadas
principalmente pela alta solubilidade em solventes organicos e pela baixa solubilidade em
agua. Entre os principais tipos de lipidios existentes nas células vivas estdo aqueles associados
a estruturacdo das membranas celulares, os fosfolipidios; e aqueles vinculados ao
armazenamento de energia, os chamados lipidios neutros (NLFA do inglés “Neutral Lipids



Fatty Acid’). Esses ultimos tendo como principais representantes os triacilgliceridios,
presentes exclusivamente em células eucaridticas. Ambos os tipos, fosfolipidios (PLFA) e
neutrolipidios (NLFA), sdao fontes de acidos graxos de uso potencial como marcadores
microbianos do solo (BAATH, 2003).

Fosfolipidios sdo o0s componentes estruturais mais importantes das membranas
bioldgicas, sendo responsivos a variagdo em tamanho das células microbianas, ou equivalente,
ao tamanho da biomassa microbiana. Essas moléculas sdo formadas por uma tnica molécula
de glicerol onde dois dos trés grupos hidroxila (OH) presentes estdo ligados a 4cidos graxos,
enquanto o terceiro grupo estd associado a um grupamento fosfato (PO,?). Por serem
facilmente degraddveis apds a morte das células (PINKART et al., 2002), e representarem
uma proporg¢ao relativamente constante da biomassa de microrganismos, a soma quantitativa
de todos os marcadores graxos derivados de fosfolipidios é comumente utilizada como uma
estimativa da biomassa microbiana ativa do solo (ZELLES et al., 1999). Somado a isso,
estudos vem encontrando relacionamento positivo entre a biomassa microbiana estimada por
PLFA e aquela estimada por metodologias tradicionais (VAN GROENIGEN et al., 2010;
RINKLEBE & LANGER, 2010). Outros aspectos da comunidade microbiana do solo que
podem ser acessados pelo uso de &cidos graxos como marcadores sdo a estrutura e a
composi¢ao.

Em microrganismos, as propriedades varidveis dos d4cidos graxos capazes de
discriminar entre um grupo microbiano e outro estdo intimamente relacionadas as rotas de
biossintese, as quais sdo relativamente particulares para cada grupo microbiano. E preciso
dizer relativamente particulares porque alguns 4cidos graxos utilizados como marcadores
possuem origem bioldgica diversificada, resultado do compartilhamento de rotas
biossintéticas (RUESS & CHAMBERLAIN, 2010) (Tabela 1). Como exemplos de
propriedades dos 4cidos graxos associadas a rota de biossintese, € que servem para a
discriminacdo entre grupos microbianos estdo: a auséncia/presenca; quantidade relativa;
tamanho da cadeia; ocorréncia, localizacdo, e nimero de insaturacdes (duplas ligacoes);
presenca de hidroxilas (OH); ocorréncia de ramificagdes (ciclicas ou nao); presenga de
grupamento metilico (CH3) ao longo da cadeia.

Na literatura, as diferentes designacdes dos dcidos graxos estdo associadas a muitas
das propriedades discriminantes mencionadas acima. No entanto, um padrdo basico
encontrado é o A: BoC (ZAADY et al., 2010), onde a letra A denota o nimero de atomos de
carbono da cadeia, a letra B representa o nimero de insaturacOes presentes na cadeia
carboOnica; a letra grega 6mega (®) indica o grupo metil (CH3) terminal da molécula, e a letra
C indicada a posi¢do da primeira insaturacdo contada a partir do grupo metil terminal (®).

A titulo de exemplo, o marcador para fungos em geral (18:2w6). Dezoito carbonos
formando a cadeia, duas insaturacOes, onde a primeira insaturacdo estd a seis carbonos de
distancia do grupamento metil terminal da molécula. Algumas notagdes podem ser
encontradas na literatura (Tabela 1), como é o caso dos prefixos a e i, os quais indicam
ramificacdo anteiso e iso, respectivamente. Os sufixos t e ¢, por exemplo, indicam
conformacdo trans e cis, respectivamente. Outros, como o a-OH e o B-OH, indicam que as
hidroxilas estdo, respectivamente, na primeira e segunda posi¢ao da cadeia contando a partir
do grupo carboxilico. H4 também a designacdo em que um nimero vem seguido da notagdo
ME, indicando a posicdo do grupamento metil (CH3) na cadeia hidrocarbonada. Designacoes
com prefixo ¢y indicam a existéncia de grupamento ciclopropano ao longo cadeia.

Apesar de ser considerada uma abordagem com nivel médio de resolucdo, uma vez
que ndo permite a caracterizagdo em nivel de espécies, € sim de grupos microbianos
funcionais (fungos, bactérias, actinomicetos, protozoarios, etc), a abordagem utilizando acidos
graxos como potenciais marcadores microbianos apresenta a possibilidade da interpretagcdo



quantitativa (biomassa) e qualitativa (estrutura) da comunidade microbiana de maneira
simultanea.

Em trabalho de revisao esclarecedor, ZELLES (1999) argumentou sobre a dicotomia
que caracteriza as pesquisas com lipidios como marcadores microbianos. A primeira vertente,
considerada a base, corresponde a pesquisa voltada para a caracterizacdao de perfis de dcidos
graxos a partir de culturas microbianas puras. Essa vertente serve basicamente para a
ampliacdo da grade de descri¢ao taxonomica, identificando padrdes de quantidade, bem como
de ocorréncia e auséncia para os mais diversos tipos de &cidos. Por exemplo, visando
encontrar dcidos graxos com potencial para servir como marcadores bioquimicos para fungos
arbusculares em nivel de género, MADAN et al. (2002) compararam o perfil de acido graxos
de quatro espécies micorrizicas e detectaram um total 44 4cidos graxos. Desse total, somente
os dcidos 16:1 e 16:1®5 ocorreram em todas as espécies avaliadas. SAKAMOTO et al. (2004)
conduziram um estudo semelhante e reportaram o 4cido graxo 20:1®9 como potencial
marcador do género Gigaspora. O segundo corpo de pesquisas estd baseado nos resultados
obtidos pela frente de descricao taxondmica mencionada, utilizando esses resultados para a
caracterizacdo de amostras lipidicas mais complexas, isto €, contento muitos dcidos graxos
marcadores, por exemplo, as amostras provenientes do solo.

Com relacdo ao ambiente do solo hd um crescimento consideravel de estudos
utilizando 4cidos graxos para caracterizacdo das comunidades microbianas. Esses estudos
focam desde a comparacido de manejos (DE VRIES et al., 2006; BEAUREGARD et al., 2010;
VAN GROENIGEN et al., 2010; ZORNOZA et al., 2010; MONTECCHIA et al., 2011),
passando por efeitos de clima (MARGESIN et al., 2009; ZAADY et al., 2010;), de estresse de
oxigénio, (SONG et al., 2008), de umidade (GEISSELER et al., 2011), de textura (BACH et
al., 2010), do pH (ALIASGHARZARD et al., 2010), e efeito “priming” (FONTAINE et al.,
2011; LANGER & RINKLEBE, 2011), até trabalhos envolvendo o uso combinado de acidos
graxos e marcadores isotopicos (RINNAM & BAATH, 2009; OLSSON et al.,2010;
DUNGAIT et al., 2011).

Apesar do evidente crescimento, o uso da abordagem utilizando acidos graxos para
acessar aspectos da comunidade microbiana ainda é pouco explorado em ambientes em
processo de recuperagdo apds mineracdo. Em um estudo de longo prazo, MUMMEY et al.
(2002) compararam a estrutura ¢ biomassa PLFA das comunidades microbianas presentes em
sitios recuperados e sitios nao perturbados. CLAASSENS et al. (2006) investigaram, por meio
da abordagem PLFA, o nivel de distin¢do estrutural entre as comunidades microbianas
presentes em sitios com diferentes idades de recuperacdao apds a mineragdo de carvao.
Similarmente, CLAASSENS et al. (2008) desenvolveram estudo buscando avaliar o
comportamento da comunidade ao longo de uma cronosequéncia formada entre as dareas
revegetadas com mistura de gramineas.



Tabela 1. Alguns dos principais dcidos graxos utilizados como

lipidicas de origem, e origens bioldgicas predominantes.

marcadores, suas fracdes

Tipo de 4cido  Frequentemente Fracao lipidica Origem Referéncias
encontrados de origem predominante
Saturados
>20c, e ndo 22:0;24:0 PLFA e NLFA Plantas ZELLES (1999)
ramificados RUESS et al. (2007)
Ramificagdes iso ieaCl4-Cl18 PLFA Bact. Gram (+) ZELLES (1999)
e anteiso
Anel de cyl7:0 e cyl9:0 PLFA Bact. Gram (-) ZELLES (1999)
ciclopropano (cy)
Ramificagdo metil 10Me C15-C18 PLFA Bact. redut. SO, DOWLING et al. (1986)
(Me) no carbono 2
10 KERGER et al. (1986)
Actnomicetos
Hidroxila OH em C10-C18 PLFA Bact. Gram (-) WAKEHAM et al. (2003);
substituinte Actinomicetos LEE et al. (2004); MIRZA et
al. (1991)
Monoinsaturados
Insaturacdo no C5 16:105 PLFA FMA e Bact. OLSSON et al.
(®5) (1999);SAKAMOTO et al.
(2004);ZELLES (1997)
NLFA FMA OLSSON et al. (1999);
MADAN et al. (2002)
Insaturacdo no C7 16:107 PLFA Amplo Bact. GUCKERT et al.
(©7) (1991);ZELLES (1999).
18:1w7 PLFA Bact/ FMA ZELLES (1999); OLSSON et
al. (1999)
Insaturac¢do no C8 18:1m8 PLFA Bact. Metano. RINGELBERG et al. (1989)
(08) BODELIER et al. (2009)
16:108 PLFA Bact. Metano.
Insaturacdo no C9 18:109 PLFA Fungo geral BAATH (2003)
(@9) PLFA Bact. Gram (-) ZELLES (1999)
PLFA/NLFA Plantas RUESS et al. (2007)
NLFA Nematoides CHEN et al. (2001)
20:109 PLFA FMA Gigaspora SAKAMOTO et al. (2004)
Polinsaturados o
1° insaturag@o no 18:206,9 PLFA Fungo geral e FROSTERGARD & BAATH,
C6 (w6) EM (1996); ZELLES (1999)
NLFA Animais RUESS et al. (2000)
18:306,9,12 PLFA/NLFA Plantas RUESS et al. (2007)
PLFA Zigomicetos WESTHUIZEN et al. (1994)
20:4106,9,12,15 PLFA/NLFA Amplo animal CHEN et al. (2001)

PLFA (4cidos graxos derivados de fosfolipidio); NLFA (4cidos graxos derivados de lipidios neutros); FMA
(fungos micorrizicos arbusculares); EM (fungos ectomicorrizicos); Bact. red. SO, *(Bactérias redutoras de

sulfato). Bact. Metano: metanotroficas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area do Estudo e Histérico dos Sitios

O estudo foi realizado em uma area de mineragdo de ferro, na provincia mineral de
Carajés, localizada no interior da Floresta Nacional de Carajds (FLONA), sudeste do estado
do Pard, na Amazodnia Brasileira (05°52°e 06°33°de latitude sul; e 49°53" e 50°45° de
longitude oeste). Carajas ¢ uma Unidade de Conservagdo (UC) Federal gerida pelo ICMBIO
(Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade), e abrange os municipios de
Parauapebas, Canad dos Carajds, e Agua Azul do Norte. Sua drea é de aproximadamente 400
mil hectares. Carajds € um grande macico de floresta ombrdfila, floresta semi-caducifolia e
campos rupestre rodeada por pastagens. O clima € tropical umido. A precipitacdo média da
estacdo chuvosa é de 2800 mm, e da estacdo seca: 600 mm. A temperatura média anual € de
24,8°C. As classes de solo predominantes sdo associagdes de Cambissolo Haplico com
Neossolo Litolico (40% da area total); Latossolo Vermelho-Amarelo com Cambissolo
Haplico (35% da area total).

O estudo foi conduzido em trés sitios formados pelo mesmo tipo de substrato (rejeito
de estéril de ferro), porém recuperados com diferentes estratégias, sdo eles: sitio R6,
conhecido como CCI; sitio R3, conhecido como Oficina; e sitio R2, chamado de Topsoil
(Figura 1). Um sitio com vegetacdo de floresta primdria foi utilizado como referéncia (Ref).
Em cada sitio foram selecionadas trés parcelas de 10 x 20 m, distantes 20 m uma da outra.

No substrato do sitio R6 (CCI) (UTM E 596483 m e N 9329588 m) o processo de
revegetacdo do substrato de rejeito de estéril teve inicio em novembro de 2004. O substrato de
rejeito de estéril recebeu a aplicagdo de 1500 kg ha de calcdrio dolomitico. A adubacdo do
substrato foi procedida com 400 kg ha™ de fosfato natural, 300 kg ha de cloreto de potdssio,
e 1500 kg ha™' de cama de galinha. O processo de plantio e adubagio inicial foi realizado por
meio do lancamento de coquetel de sementes de espécies exdticas e nativas sobre o substrato
(hidrosemeadura). O coquetel de sementes utilizado incluiu espécies leguminosas arboreas e
arbustivas, nativas e exdticas, na propor¢do de 250 kg ha™, complementado com 10 kg ha' de
sementes de espécies arboreas e arbustivas nativas.

O substrato sitio R3 (Oficina) (UTM E 594969 m e N 9327929 m) teve o processo de
recuperagdo iniciado em novembro de 2007. Como no sitio R6 (CCI), a calagem do substrato
de rejeito de estéril utilizado para formar o sitio R3 foi 2 propor¢do de 1500 kg ha'. A
adubacdo foi realizada com 2000 kg ha' de cama de galinha e 600 kg ha™! de NPK 4:14:8.
Nesse sitio foram aplicados a lanco 280 kg ha' de sementes de espécies forrageiras
comerciais, 30 kg ha sementes de espécies arbéreas e arbustivas nativas. Contudo, esse sitio
nao apresentou individuos forrageiros no momento da amostragem de solo para as andlises
quimicas, fisicas e microbioldgicas.

No sitio R2 (UTM E 591590 m e N 9331208 m) o processo de revegetacdo teve inicio
em dezembro de 2008. A recuperacdo do substrato que deu origem a esse sitio foi baseada na
utilizagdo de camada fértil previamente obtida no processo de supressdo de uma area floresta
priméria localizada no entorno da mina. O material foi basculado em outubro de 2008 e
espalhado em dezembro do mesmo ano com uma espessura média de 20 cm sobre o substrato
de rejeito de estéril. Apds o recobrimento do substrato com a camada de solo ndo foi realizada
qualquer operacao de manejo, como calagem, adubagdo, e lancamento de coquetel de
sementes comerciais e/ou nativas. Dessa forma, a vegetacdo presente nesse sitio teve sua
origem no banco de sementes presente na camada fértil utilizada.
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Uma érea de floresta primadria (floresta ombrofila) foi utilizada como referéncia (Ref.)
(UTM E 591957 m e N 9327257 m). As parcelas selecionadas nesta drea de estudo estavam
afastadas cerca de 50 metros da borda da mata.

3.2. Amostragens de Solo

As amostragens de solo para as andlises das propriedades quimicas, fisicas e
microbioldgicas foram feitas em agosto de 2010. Em cada parcela foram coletadas trés
amostras compostas na profundidade de 0 a 10 cm, formadas cada uma por seis amostras
simples tomadas em posicOes aleatérias. As amostras foram peneiradas (2 mm) |,
armazenadas, e enviadas via aérea para o laboratério de Leguminosas florestais da Embrapa
Agrobiologia. A andlise do carbono da biomassa (MBC), da respiragdao basal (Resp), da
atividade individual de enzimas, como a fosfatase acida (AcP), B-glucosidase (Gluco), e
lacase, além da atividade conjunta das proteases, esterases, e lipases (FDA), foram procedidas
em até 14 dias apds a chegada das amostras no laboratério.

3.3. Caracterizacao da Comunidade Arbérea e Arbustiva

No mesmo periodo de amostragem do solo (agosto de 2010) foi realizado o
levantamento de todas as espécies arbustivas e arbdreas presentes nas parcelas dos sitios e
apresentavam altura igual ou superior a 1,5 m. A avaliag¢do seguiu a proposta por MUELLER-
DOMBOIS & ELLEMBERG (1974). A identificacdo foi feita em nivel de espécie, género, e
de familia botanica. A opcdo da caracterizacdo da comunidade vegetal baseada apenas nos
individuos de porte arboéreo e arbustivo foi feita porque o componente herbiceo, em especial
aquele de gramineas foi praticamente nulo nos sitios onde foram feitas as amostragens de
solo. Além disso, a caracterizacdo do componente herbaceo faz parte de outro trabalho
académico que estd sendo desenvolvido nos mesmos sitios.

3.4. Propriedades Fisicas e Quimicas

A caracterizagc@o quimica consistiu na determinagdo dos valores de pH em 4gua, teores
disponiveis de P e K; teores trocaveis de Ca, Mg, Al e H+Al; teor de matéria organica
(EMBRAPA, 1997); e P remanescente (ALVAREZ V. et al., 2000). O carbono e nitrogénio
totais foram analisados em um CHNS/O Elemental Analyzer (PerkinElmer Inc. USA). A
caracterizacdo fisica consistiu na determinacio da granulometria (porcentagem de areia, silte,
e argila) em terra fina seca ao ar (RUIZ, 2005).

3.5. Aspectos Microbiolégicos
3.5.1. Biomassa microbiana e respiraciao basal

O carbono da biomassa microbiana (MBC) foi obtido pelo método cloroférmio-
fumigacdo-extracdo (VANCE et al.,1987). O extrato obtido em solucdo de K,SO4 0,5 M foi
analisado por colorimetria (BARTLETT & ROSS, 1988). Os valores de MBC foram obtidos
aplicando-se um Kc igual a 0,35 (ANDERSON et al., 2008). O resultado foi expresso em mg
de C microbiano kg'1 de solo seco.

A taxa de respiracdo basal do solo (Resp) foi mensurada por meio do método de
incubagdo do solo com armadilha de CO, com NaOH seguida de titulacio com HCI (SILVA
et al., 2007). A taxa de respira¢do foi medida ao longo de 10 dias de incubacdo a 25°C em
frascos de 2L hermeticamente fechados e mantidos no escuro. O C respirado foi expresso em
g CO,-C kg™ solo seco h™. O quociente metabélico (qCO,) foi calculada pela razdo entre a
Resp e o MBC.
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3.5.2. Avaliacoes enzimaticas

A atividade microbiana global do solo foi mensurada através da determinacdo da
hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA) (SCNHURER & ROSSWALL, 1982). Duas
replicatas foram utilizadas para cada amostra. Os resultados foram expressos em pumols de
fluoresceina g solo seco h™.

As atividades de enzimas hidroliticas associadas ao ciclo do carbono e do fésforo
foram determinadas colorimetricamente a partir da degradacdo de substratos artificiais em
condi¢des reacionais Otimas. As enzimas e substratos utilizados foram: (i) fosfatase (EC
3.1.3.2) analisada com 4-Nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate; (ii) B-glucosidase
(EC 3.2.1.21) analisada com 4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside; (iii) Lacase (EC 1.10.3.2)
analisada com 3,4-Dihyroxy-L-phenylalanine (L-DOPA).

A atividade das enzimas fosfatase dcida e [-glucosidase foram avaliadas
espectrofotometricamente, de acordo com TABATABAI et al. (1994) e EIVAZI &
TABATABALI (1988), respectivamente, com algumas modificagdes. A andlise de fosfatase foi
realizada em meio ndo tamponado utilizando-se duas replicatas em tubos de ensaio contendo
0,5 g de solo, 1 mL de H,O seguido de 1 mL do substrato na concentracdo de 50 mM. As
amostras foram incubadas a 30° C por 1h e a reagdo paralisada apds esse periodo com 0,5 ml
de CaCl2 0,5 M e 2 ml de NaOH 0,5 M. A andlise da B-glucosidase foi realizada sob as
mesmas condi¢des da andlise da fosfatase a exce¢do do uso de tampao acetato de sédio 100
mM pH 5,5 no meio de reacdo e incubagdo a 30° C por Zh. Os controles consistiram de
amostras de solo adicionadas de 2 mL de H,O ou 2 mL do tampdo acetato, para fosfatase
dcida e B-glucosidase, respectivamente. Um tubo sem solo contendo 1 mL de H,O (ou tampao
acetato para a B-glucosidase) e 1 mL de substrato foi utilizado como branco. Todas as
amostras foram centrifugadas e lidas em espectrofotdmetro com absorbancia de 410 nm. A
quantidade de p-nitrofenol formada em cada amostra foi determinada com base em uma curva
padrdao com concentragdes conhecidas de p-nitrofenol, e os resultados foram expressos em
pmols p-nitrofenol g'1 solo seco h™.

A atividade da lacase foi mensurada espectrofotometricamente em duas replicatas de
tubos de ensaio contendo 0,5 g de solo (SINSABAUGH et al., 1999). Foi adicionado 1 mL de
H,0 a cada uma das amostras seguidas de 1 mL do substrato preparado em tampao acetato 5
mM ph 5. Nos controles com solo foram adicionados 1 mL de H,O seguido de 1 mL de
tampao acetato. Ap6s 1 h de incubacao a 30°C, a paralisac¢do da reacdo foi feita com adicdo de
1 mL de azida sédica 0,6% (w/v). Finalmente, as amostras foram centrifugadas e analisadas
em espectrofotometro a 460 nm. A quantidade de dihydroindole-quinone-carboxylate (DIC)
formado foi determinada baseada no coeficiente de extingdo micromolar de 1,6
(SINSAIBAUGH et al., 1999). A atividade de lacase foi expressa em nmol DIC g de solo
secoh™.

3.5.3. Glomalina

As fragdes da glomalina foram extraidas e quantificadas de acordo com o método
padronizado por WRIGHT & UPADHYAYA, (1998), e os resultados expressos em mg de
proteina g™ solo seco.
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Figura 1. Parcelas dos sitios investigados no presente estudo. Trés parcelas (10 x 20 m) de
cada um dos 4 sitios. Dispostos horizontalmente e comeg¢ando de cima para baixo: R6
(CCD); R3 (Oficina); R2 (Topsoil); Ref (Floresta priméria).

3.6. Analises dos Dados

3.6.1. Analises paramétricas

N

Os dados foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA) seguida de teste de
média LSD. Para preencher as exigéncias da ANOVA, a normalidade dos dados foi testada
por assimetria e curtose, € a homogeneidade da variancia foi investigada pelo teste de Levene.
Dados que ndo atenderam as exigéncias de normalidade e homogeneidade da variancia foram
log-transformados. As andlises paramétricas foram conduzidas em STATGRAPHIC PLUS
5.1.

3.6.2. Analises multivariadas

Para as andlises multivariadas, todos os dados foram analisados utilizando os pacotes,
Vegan (OKSANEN et al., 2007), BiodiversityR (KINDT & COE, 2005), e labdsv
(ROBERTS, 2006) disponiveis para o programa R (R Development Core Team 2007).

Uma ordenacdo dos sitios por escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS
“Nonmetric Multidimensional Scaling”) foi realizada com base nas seguintes varidveis de
estrutura vegetal: riqueza de espécies arboreas, riqueza de espécies arbustivas, nimero de
familias botinicas arbdreas, nimero de familias botanicas arbustivas, riqueza de leguminosas
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arboreas, riqueza de espécies leguminosas arbustivas, e porcentagem de darea coberta por
leguminosas (Tabela 2). A decisdo de usar a riqueza como principal varidvel representando a
vegetacdo se deu porque essa € uma das varidveis de estrutura vegetais mais utilizadas para
acessar efeitos da vegetacdo sobre processos dos ecossistemas (Hector, 2007). Os dados
foram previamente submetidos a transformacdo Wisconsin (LEGENDRE & LEGENDRE,
1998), e repetidamente ordenados em um espaco bidimensional com base na distdncia de
Bray-Curtis até alcancarem o melhor ajuste entre a distancia de ordenagdo e dissimilaridade
observada (menor estresse) (LEGENDRE & LEGENDRE, 1998). Para auxiliar na
interpretacdo do resultado da NMDS, foi feito o ajuste de vetores ambientais (varidveis
quimicas, fisicas e microbioldgicas) significativos ao teste de permutacdo de Monte Carlo
(999 permutacdes) (COX & COX, 2001).

Nos quatros sitios investigados, R2 (Topsoil), R3 (Oficina), R6 (CCI), e Ref (Floresta
primdria), bem como em suas parcelas, o grau de relacionamento entre a vegetacdo € o
ambiente interno do substrato (quimico e microbiolégico) foi acessado por intermédio da
andlise Procrustes, também chamada de sobreposicao Procrusteana (PERES-NETO &
JACKSON, 2001). A significancia do relacionamento foi testada por teste de permutagcdo
denominado PROTEST (PERES-NETO & JACKSON, 2001). A andlise Procrustes esta
baseada na sobreposicdo (relacionamento) entre duas matrizes multivariadas de dados.
Enquanto uma das matrizes é mantida fixa, a outra matriz € rotacionada sobre a matriz fixa na
busca pelo melhor ajuste entre elas. Esse melhor ajuste € atingido quando a soma do quadrado
da diferenca entre os residuos das coordenadas correspondentes € minimizada (PERES-NETO
& JACKSON, 2001). As coordenadas correspondentes nada mais sdo do que as parcelas dos
sitios ordenadas com base em matrizes de dados distintas. O exame visual da solugdo grafica
fornecida pela sobreposicdo Procrusteana exibe uma série de vantagens. A principal delas € a
possibilidade de interpretar o grau de relacionamento entre dois conjuntos de dados
multivariados de forma individual. Isso significa que o grau de relacionamento entre dois
ambientes (ex. solo e vegetacdo) pode ser acessado em nivel de sitios e também em nivel de
parcelas dos sitios. O grau de relacionamento entre as matrizes € dado por um valor de R, e a
significancia dessa estatistica € dada por um valor de P (PERES-NETO & JACKSON, 1995).
Para melhor entender vejamos o exemplo hipotético a seguir:

Supomos que uma matriz multivariada de dados [X] representando a poluicdo do solo
tenha sido ordenada por um método de ordenacdo qualquer (PCA, NMDS, etc). Suponhamos
que outra matriz multivariada de dados [Y], representando a comunidade da fauna do solo,
seja ordenada pelo mesmo método de ordenagdo utilizado para a matriz [X]. Além disso,
considerando que as matrizes [X] e [Y] tenham a mesma dimensdo (n x m). Pode ser
interessante para o pesquisador, por exemplo, saber o grau de relacionamento entre poluicao e
a fauna tanto em nivel de sitio quanto em nivel de parcela do sitio (repeti¢do), tendo um valor
de R e de P. Com a andlise Procrustes, apds as matrizes de poluicdo e de fauna serem
sobrepostas, os pontos de amostragem correspondentes (por exemplo: repeticdio A da matriz
[X] e repeticdio A da matriz [Y]) ir@o atingir o melhor ajuste entre si. A visualizacdo do
tamanho do residuo que une os pontos correspondentes dard ao pesquisador uma ideia de
quao estreita € a relacdo entre a polui¢do do solo e a comunidade da fauna edafica para uma
dada dimensdo, por exemplo, a repeticdo A. Quanto menor for o residuo, mais estreito €
considerado o relacionamento. Dessa forma, o exame visual da variacdo no tamanho médio do
residuo pode ser considerado para avaliar o relacionamento entre dois conjuntos de dados
dentro de cada tratamento.

Adicionalmente, o tamanho dos residuos da sobreposi¢do procrusteana pode ser
extraido na forma de vetor e ser utilizado para novos testes estatisticos, uma vez que esse
vetor representa o relacionamento entre as matrizes (PERES-NETO & JACKSON, 2001). No
presente estudo, o tamanho dos residuos para cada sobreposi¢cao procrusteana conduzida, e

15



considerada significativa, foi submetido a regressao linear simples com varidveis quimicas e
microbioldgicas do substrato para detectar quais delas eram significativamente responsivas
aos relacionamentos indicados pela sobreposicao (SINGH et al., 2008; 2011).

Trés matrizes multivariadas foram consideradas para a conducdo da sobreposicao
Procrusteana seguida de teste de significaincia PROTEST. A matriz multivariada
representando a vegetacdo foi construida com varidveis de estrutura vegetal: riqueza de
espécies arboreas (wrch); riqueza de espécies arbustivas (brch), riqueza de familias arbdreas
(wfam), riqueza de familias arbustivas (bfam), riqueza de leguminosas arbdreas (wleg),
riqueza de leguminosas arbustivas (bleg), cobertura por leguminosas (covleg). J4 a matriz
multivariada formada por aspectos microbioldgicas do substrato foi arquitetada com as
varidveis: biomassa microbiana (MBC), respiracdo basal (Resp), eficiéncia metabdlica
(qCO2), atividades da fosfatase acida (AcP), B-glucosidase (Gluco), lacase, hidrélise do FDA
(FDA), teor de glomalina facilmente extraivel (EEG), e glomalina total (TG). A matriz
representando o ambiente quimico do substrato considerou as seguintes varidveis: pH, acidez
potencial (HAL), concentragao de aluminio (Al), carbono organico total (COT), nitrogénio
total (TN), relacdo C:N (CN), tores de calcio e magnésio (Ca, Mg), capacidade de troca
cationica efetiva (CTE), e capacidade de troca cationica total (CTC).

As sobreposi¢des Procrusteanas, entre duas matrizes de dados multivariados,
realizadas no presente estudo foram conduzidas apds o isolamento do efeito de uma terceira
matriz sobre aquelas em processo de andlise (Figura 2). Por exemplo, a sobreposi¢dao
(relacionamento) entre a matriz de vegetacdo e a matriz de dados representando o ambiente
quimico do substrato foi acessada apds a exclusdo do efeito da matriz de aspectos
microbiologicos. Também, o relacionamento entre a matriz de vegetacio e a matriz
representando os aspectos microbioldgicos do substrato foi acessado apds o isolamento do
efeito da matriz representando o ambiente quimico do substrato. Por sua vez, o
relacionamento dado pela sobreposicdo entre a matriz representando o ambiente quimico do
substrato e a matriz de aspectos microbioldgicos, foi acessado apds o isolamento do efeito da
matriz de vegetacdo. Essa forma de conduzir as sobreposi¢cdes Procrusteanas, e que foi
adotada no presente trabalho recebe o nome de PROTEST parcial (PERES-NETO &
JACKSON, 2001). A opc¢ao por conduzir a andlise dessa forma foi para dar uma interpretagao
mais realista aos relacionamentos considerados significativos.

Antes da conducao da sobreposi¢do e do PROTEST parcial as matrizes multivariadas
de dados foram submetidas a avaliacdo da normalidade multivariada por intermédio do teste
de Shapiro-Wilk. As matrizes que nao atenderam a normalidade foram submetidas a
transforma¢do Box-Cox (LEGENDRE & LEGENDRE, 1998). Para atender a exigéncia da
sobreposicdo Procrusteana de que as matrizes em andlise devem ter a mesma
dimensionalidade, isto é, mesmo nimero de linhas e colunas (n x m), cada uma das matrizes
Box-Cox transformadas foi previamente submetida a andlise de componentes principais
(PCA). Em seguida, os scores (coordenadas) dos sitios para os dois primeiros componentes de
cada matriz ordenada por PCA (PC1 e PC2) foram extraidos. Dessa forma, com as novas
varidveis, PC1 e PC2, as matrizes alcancaram a mesma dimensdo (n x m). Por fim, as novas
matrizes foram utilizadas para a detec¢ao do relacionamento por intermédio da sobreposi¢cao
Procrusteana e 0o PROTEST parcial.

Com o objetivo de aquilatar as discussdes realizadas com base nos resultados de
relacionamentos entre matrizes, indicados pelas sobreposi¢des Procrusteanas e PROTEST
parcial, a contribuicdo isolada de ambos, ambiente quimico do substrato e vegetacdo para a
variacdo dos aspectos microbiolégicos foi obtida por meio da Particdo da Variagao seguida de
RDA parcial (LEGENDRE & LEGENDRE, 1998).
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Figura 2. Estratégia para o PROTEST parcial. Primeiro, as varidveis de todas as matrizes,
[XL[Y] e [Z], foram previamente centralizadas e escalonadas para terem variancia
unitdria e média zero. ApoOs, regressdo linear multipla entre cada matriz que foi
investigada, [X] e [Y], e a matriz de dados de vegetacdo [Z] foi conduzida. Em
seguida, os residuos foram extraidos para cada regressdo e compilados em duas
matrizes residuais distintas, uma representando o ambiente microbiolégico dos dados
[Xres], € outra representando o ambiente quimico do substrato [Ys]. As matrizes
residuais, [Xies] € [Yres], foram submetias a PCA, e os scores dos dois primeiros
componentes principais para cada uma delas (PC1 e PC2) foram extraidos para que
ambas alcancassem a mesma dimensionalidade, isto é, mesmo nimero de linhas e
colunas (n x m) (PERES-NETO & JACKSON, 2001). As novas matrizes residuais
foram entdo utilizadas para a avaliagdo do grau relacionamento entre o ambiente
quimico do substrato e a variagdo dos aspectos microbioldgicos.

Os padroes de relacionamento entre varidveis de estrutura vegetal e grupos de
varidveis edaficas, bem como as varidveis de estrutura vegetal habilidosas em modelar a
resposta edafica do substrato, foram adicionalmente investigadas por meio de andlise de
redundancia (RDA). Primeiramente, uma RDA global, contendo todas as varidveis da
estrutura vegetal como varidveis explicativas, foi conduzida. A avaliacdo global permite
prevenir aumentos indevidos na taxa de erro do tipo I (BLANCHET et al., 2008). Os dados
edaficos, os quais incluiam varidveis microbioldgicas e propriedades fisicas e quimicas, foram
compilados em uma matriz considerada responsiva, enquanto os dados de estrutura vegetal
formaram a matriz explicativa (ambiental). Antes da RDA global, ambas as matrizes foram
submetidas a transformagcdao Box-Cox para preenchimento da normalidade multivariada
(LEGENDRE & LEGENDRE, 2001). Apés a conducdo do modelo global, e constatada a
significancia do coeficiente de determinacdo bimultivariado ajustado (R* ajustado), todas as
varidveis de estrutura vegetal (explicativas) foram investigadas quanto a colinearidade. Para
isso foram avaliados os fatores que estavam inflacionando a variacdo explicada (VIF, do
inglés “Variance Inflation Factors”) (NETER et al., 1996).
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A presenca de grande numero de varidveis de estrutura vegetal com VIF>20 indica
necessidade de reducdo do nimero de varidveis explicativas, isto €, um modelo mais
moderado, também chamado de modelo parcimonioso (RDA parcimoniosa). A selecdo de
variaveis explicativas foi conduzida por STEPWISE no modo “forward selection”, e foi
baseada em dois critérios de parada: significAncia (P) de cada varidvel explicativa e R
ajustado do modelo global. Esse duplo critério permite reduzir as chances de a “forward
selection”, baseada apenas na significancia, selecionar varidveis indevidas, e assim inflacionar
a variacdo dos dados resposta (dados de solo) explicada pela matriz de dados explicativos

(estrutura vegetal), isto €, o R’ (BLANCHET et al. 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao das Comunidades Vegetais

A caracteriza¢do das comunidades vegetais mostrou que todas as parcelas do sitio R6
(CCI), para ambos os portes, arboreo e arbustivo, foram dominadas pela familia Fabaceae
(Leguminosa) (Tabela 2). Nesse sitio, das dez espécies arboreas detectadas apenas as
leguminosas arbdreas Senna sylvestris e Bauhinia acreana exibiram mais do que dez
representantes (185 e 157 individuos respectivamente). Contudo, Bauhinia acreana ficou
restrita a parcela R6(1), enquanto Senna sylvestris foi mais bem distribuida. Senna Sylvestris
foi a espécie arbérea com maior dominancia relativa média (Tabela 3). Ainda no sitio R6
(CCI), apenas duas espécies arbustivas foram detectadas, as leguminosas Mimmosa
acutistipula e Mimmosa setosa. Porém, Mimmosa setosa pode ser considerada um “outlier”,
pois s6 exibiu um representante. Ja& Mimmosa acutistipula exibiu 63 individuos, sendo a
espécie de porte arbustiva com maior dominancia relativa (Tabela 3) Outra informacao
importante € que o sitio R6 (CCI) foi aquele com maio cobertura por leguminosas (88,7 %)
entre todos os sitios investigados.

O substrato do sitio R2 (Topsoil) foi dominado pela familia Urticacea para o porte
arboreo, e pela familia Solanacea para o porte arbustivo (Tabela 2). Esse sitio suportou
vegetacdo com 21 espécies arboreas e 4 espécies arbustivas. A espécie arbérea com maior
numero de representantes foi Cecropia ficifolia, com 133 individuos encontrados, sendo a de
maior dominancia relativa entre as de porte arbéreo (Tabela 4). Para o porte arbustivo,
Solanum rugoso foi a mais representativa, com 99 individuos encontrados, sendo a de maior
dominancia relativa (Tabela 4). Um ponto importante € que ndo foram detectadas espécies
arbustivas de leguminosas no R2 (Topsoil). Isso pode ter contribuido para que o sitio tenha
apresentado a menor cobertura média por leguminosas entre todos os sitios (5,8 %).

A vegetacao suportada pelo substrato formador do sitio R3 (Oficina) foi dominada na
maior parte das parcelas pela familia Leguminosa, para ambos os portes (Tabela 2). Contudo,
entre as 16 espécies arbdreas detectadas ndo foram observadas grandes discrepancias em
termos de dominancia relativa. Esse sitio foi aquele com o segundo maior percentual médio
de cobertura por leguminosas (30 %).

No sitio de referéncia (Ref) foi observado que as parcelas foram dominadas por
diferentes familias botanicas (Tabela 2), porém, nao houve diferenca marcante entre as
espécies detectadas em termos de dominancia relativa média. Nao foram encontradas espécies
de porte arbustivo no sitio de floresta primaria (Tabela 3).

4.2. Propriedades de Solo (ANOVA e Teste de Médias)
4.2.1. Variaveis quimicas e fisicas

Com respeito ao pH do solo, o sitio de referéncia mostrou o menor valor, o qual foi
sensivelmente menor do que os valores mostrados pelos sitios em recuperagdo R2(Topsoil) e
R3 (Oficina), e ndo estatisticamente distinto do valor de pH exibido pelo sitio R6 (CCI)
(Tabela 5). A outra varidvel associada a acidez do solo, a concentracao de H++Al+3, designada
por HAL, foi também maior para o sitio de referéncia (Ref), e foi significativamente diferente
dos sitios em recuperacdo (Tabela 5). Para essa varidvel, o sitio R2 (Topsoil) foi aquele que
exibiu o segundo maior valor, porém, esse valor s6 foi significativamente distinto daquele
exibido pelo sitio R3 (Oficina). O sitio R3 (Oficina) foi aquele com o menor valor de acidez
potencial do solo (Tabela 5).
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O sitio de referéncia, Ref, foi aquele com menor saturac@o por bases (V), e esse valor
foi significativamente menor do que os valores exibidos pelos sitios R2(Topsoil) e R3
(Oficina) (Tabela 5), porém, ndo foi suficientemente diferente do valor exibido pelo sitio R6
(CCI) (Tabela 5). O valor de V para o sitio R6 ndo foi significativamente distinto dos valores
dos sitios R2 e R3 (Tabela 5). O conteido de carbono organico total (COT) exibiu seus
maiores valores nos sitios R2 e Ref, 14 g kg'1 e20g kg'l, respectivamente (Tabela 5). Esses
valores foram significativamente maiores do que aqueles exibidos pelos sitios R3 e R6.

O conteddo total de nitrogénio (TN) foi maior no sitio de referéncia (Ref), contudo,
esse valor s6 foi significativamente maior do que TN exibido pelo sitio R6 (CCI) (Tabela 5).
A relacdo C:N teve seus menores valores espelhados pelos sitios R3 (Oficina) e R6 (CCI), 9,6
e 10, respectivamente (Tabela 5). Esses valores de C: N foram significativamente menores do
que os valores mostrados pelos sitios R2 (Topsoil) e Ref (Tabela 5). Os sitios R3 (Oficina) e
R6 (CCI) foram aqueles com maior disponibilidade de fésforo (Tabela 5). Contudo, com
relacdo ao conteido desse nutriente, somente o valor demonstrado pelo sitio R6 foi
significativamente maior do que os valores nos sitios R2 (Topsoil) e Ref (Tabela 5).

Tabela 2. Familia botanica dominante para cada tipo de porte (arbdreo e arbustivo) e em cada
parcela dentro dos sitios investigados.

Familia botanica dominante

Parcela Arbédrea Arbustiva
R2(1) Urticaceae Solanaceae
R2(2) Urticaceae Solanaceae
R2(3) Urticaceae Solanaceae
R3(1) Fabaceae Fabaceae
R3(2) Fabaceae Solanaceae
R3(3) Urticaceae Fabaceae
R6(1) Fabaceae Fabaceae
R6(2) Fabaceae Fabaceae
R6(3) Fabaceae Fabaceae
Ref(1) Rutaceae nd

Ref(2) Fabaceae nd

Ref(3) Malvaceae nd

R2 (Topsoil); R3 (Oficina); R6 (CCI); Ref (Floresta primadria); nd: ndo detectado.

O teor de argila para a referéncia foi significativamente maior do que os teores
exibidos pelos sitios em recuperagdo (Tabela 5). Os sitios em recuperagao (R2, R3, e R6) nao
diferiram entre si em termos de concentracdo de argila (Tabela 5). Apesar de os sitios
investigados nao diferirem de forma significativa com relacdo ao contetudo de silte (Tabela 5),
o sitio R6 (CCI) foi aquele com maior percentagem média para essa fracdo granulométrica
(Tabela 5).
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Tabela 3. Espécies com maior dominancia relativa média para os sitios R2 (Topsoil) e R6

(CCD).
arbdreas arbustivas Leguminosas Leguminosas
arbdreas arbustivas
R6 (CCD Senna sylvestris Mimosa Senna sylvestris Mimosa
acutistipula acutistipula
R2 Cecropia ficifolia Solanum rugoso Senna latifolia nd
(Topsoil)

Nos sitios R3 (Oficina) e Ref (Floresta primaria) ndo foi detectada espécie com dominincia relativa média
considerada marcante, por isso, eles foram omitidos da tabela.

4.2.2. Variaveis microbioldgicas

Com respeito a atividade de enzimas do solo, a atividade da fosfatase acida foi
superior para o sitio de referéncia (Ref) 18 umols p-nitrofenol g solo seco h™. A atividade
dessa enzima foi considerada significativamente maior do que aquelas exibidas pelos sitios
em recuperacao (Tabela 4). Os substratos em processo de recuperacdo nao diferiram quanto a
atividade da fosfatase dcida. Com relacdo a atividade da enzima [-glucosidase, o sitio
R6(CCYI) foi aquele que exibiu o maior valor, 2,67 pmols p-nitrofenol g solo seco h™' (Tabela
4). Entretanto, essa atividade s6 foi significativamente maior do que aquela exibida pelo sitio
R2 (Topsoil) (Tabela 4). A atividade enzimatica global, medida pela hidrélise FDA, foi maior
para o sitio Ref, 383,2 pumols Fluorescein g’ de solo seco h' (Tabela 4), porém, essa
atividade foi significativamente maior apenas em relacdo aos sitios R2 (Topsoil) e R3
(Oficina) (Tabela 4). A atividade da lacase, também chamada de fenol oxidase, variou na
faixa de 7,53 nmol DIC g de solo seco h™ no sitio R2 (Topsoil) a 15,01 nmol DIC g de solo
seco h™' no sitio R6 (CCI). Contudo, nio foi detectada diferenca significativa entre os sitios
investigados, incluindo a referéncia (Tabela 4).

O carbono da biomassa microbiana (MBC) teve seu maior valor representado pelo
sitio de referéncia, 398,8 mg de C microbiano kg'1 de solo seco (Tabela 4). Esse valor foi
marcadamente maior do que os valores exibidos pelos sitios em recuperacdo (Tabela 4). Nao
houve diferenca entre os sitios em recuperagdo com relacio ao tamanho da biomassa
microbiana (MBC) (Tabela 4). A respiragdo basal do solo (Resp) também nao diferiu entre os
sitios investigados, incluindo a referéncia (Ref) (Tabela 4). O quociente metabdlico (qCO2)
foi menor para o sitio de referéncia representado por floresta primdria (Tabela 4). O valor de
gqCO2 exibido pela referéncia foi significativamente menor do que os valores exibidos pelos
sitios em processo de recuperagdo (Tabela 4). Nao houve diferencas significativas entre o
sitios em recuperagdo com relacdo ao qCO2 (Tabela 4).

A floresta primaria (Ref) foi o sitio detentor dos maiores valores para ambas as fracdes
da proteina do solo relacionada a glomalina: glomalina facilmente extraivel (EEG) e
glomalina total (TG), (Tabela 4). Para o teor de glomalina facil (EEG), o valor exibido pela
referéncia, 2,68 mg g'l, foi sensivelmente distinto de todos os sitios em recuperacao (Tabela
4). Mesma propensao foi apresentada pelo teor de glomalina total (TG) (Tabela 4).

Em relacdo aos sitios em processo de recuperagdo, o sitio R6 (CCI) foi aquele com os
maiores valores para ambas, EEG e TG, (Tabela 4). O valor de EEG para o sitio R6 foi
sensivelmente maior do que os valores exibidos pelos sitios R2 (Topsoil) e R3 (Oficina).
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Tabela 4. Média e erro padrao da média para varidveis microbioldgicas, quimicas e fisicas.
Valores com letras ndo compartilhadas indicam diferenca significativa entre as médias

(ANOVA; LSD, P<0.05).

Propriedades R2 R3 (Oficina) R6 (CCI) Ref, (Floresta primdria)
microbiologicas (Topsoil)

AcP (umols pNP g’l sshh 7,0 (1,23)b 5,23 (0,029)b 8,6 (2,37)b 18,0 (2,0)a

Gluco (umols pNP g’l sshh 0,74 (0,052)b 1,63(0,43) ab 2,37 (0,40)a 1,55 (0,22)ab

FDA (umols de fluores g ss

199,8 (34,9)b

117,5 (19,08)b

231,5 (37,4)ab

383,2 (84,18)a

h')
{daccase (nmol DIC g'l ss h 7,53 (0,70)a 8,18 (1,48) a 15,01 (4,02)a 10,5 (2,57)a
)
MBC (mg de C-mic kg’l ss) 63,4 (19)b 80,2 (26,7)b 114,2 (20)b 398,8 (61,7)a
Resp (ug CO,-C kg ssh™) 3,96 (1,85)a 6,27 (0,64)a 6,28 (0,76)a 5,53 (0,69)a
4qCO, 0,71 (0,26)b 1,04 (0,39)b 0,56 (0,026)b 0,14 (0,034)a
TG (mg de proteina g’l Ss) 0,65 (0,21) be 0,26 (0,092)c 1,21 (0,40)b 2,86 (0,21)a
EEG (mg de proteina g'1 ) 0,39 (0,07)c 0,33 (0,039)c 1,34 (0,16)b 2,68 (0,06)a
Propriedades
quimicas
pH 5,1(0,12)b 5,2(0,19)b 4,6 (0,25) ab 4,19 (0,17)a
HAI (cmol, dm™) 1,40 (0,016)b 0,95 (0,15)¢ 1,05 (0,091)bc 2,1(0,14)a
V (%) 40,5 (7,2) a 432 2,4) a 26,2 (7,0) a 143 4,5 ¢
COT (gkg™h 14 (0,50)a 6,36 (3,4)b 4,1 (1,1)b 20 (2,8)a
TN (g kg™") 4,8 (0,45)ab 5,63 (1,83)ab 5,83 (0,63)b 8,70 (0,20)a
CN 14,2 (0,63)a 9,6 (0,27)b 10,0 (0,30)b 13,9 (0,21)a
P (mg dm?) 1,0 (0,2)b 2,9 (2,4)ab 5,26 (0,84)a 1,0 (0,05)b
P-rem (mg L) 27,7 (1,7)a 31,1 (3,7)a 34,8 (0,90)a 33,7 (9,8)a
Ca (cmol, dm™) 2,3 (0,24)a 0,36 (0,10)b 1,3 (0,47)ab 0,56 (0,41)b
Mg (cmol, dm?) 0,55 (0,06)a 0,65 (0,24)a 0,53 (0,20)a 0,19 (0,12)a
CTE (cmol, dm™) 3,18 (0,27)a 1,94 (0,56)b 1,32 (0,25)ab 1,1 (0,42)b
CTC (cmol, dm™) 1,9 (0,56)abc 3,2 (0,27)ac 1,33 (0,25)b 2,9 (0,098)c
Propriedades
fisicas
Silte % 10,6 (1,8)a 24,0 (8,5)a 28,6 (2,02)a 15,0 (0,0)a
Argila % 35,0 (5,1)b 26,6 (6,1)b 25,3 (3,5)b 59,3 (1,45)a
Areia % 54,0 (6,8)a 49,4 (1,3)a 46,0 (4,7)a 25,7 (1,7)b

AcP: fosfatase acida; Gluco:B-glucosidase; FDA: hidrélise FDA; MBC: carbono da biomassa microbiana; Resp:
respiracdo basal; qCO2: quociente metabdlico; TG: glomalina total: EEG: glomalina facilmente extraivel; HAL:
acidez potencia (H++A1+3); V: saturacdo por bases; COT: carbono organico do solo; TN: nitrogénio total; CN:
relacdo C:N; P: fésforo disponivel; P-rem: fésforo remanescente; CTE: capacidade de troca catidnica efetiva;
CTC: capacidade de troca catidnica potencial.

4.3. Multivariadas
4.3.1. Variacao dos sitios com base em estrutura vegetal

A ordenacdo ecoldgica dos sitios por NMDS, feita com base na matriz formada por
varidveis de estrutura vegetal revelou clara distincdo entre os sitios (Figura 3). A floresta
primaria foi totalmente destacada dos demais sitios (Figura 3). Entre os sitios em recuperagao,
uma ligeira separacdo foi detectada, mostrando as parcelas do sitio R2 (Topsoil) tendendo a
afastar daquelas dos sitios R3 (Oficina) e R6 (Topsoil) (Figura 3). Esse padrdo de ordenagao
do sitio R2(Topsoil) possivelmente tem relacdo com o manejo de recuperacdo. A camada
fértil (topsoil) utilizada para recuperar esse sitio foi derivada de uma é4rea de floresta primadria.
Dessa forma, o banco de sementes pode ter contribuido para uma estrutura de vegetacao
distinta daquelas exibidas pelos sitios R3 (Oficina) e R6 (CCI). Os sitios R3 e R6 formaram
um grupo similar em termos de estrutura vegetal (Figura 3). Isso pode estar relacionado a
aproximacao quanto a familia botanica dominante (Leguminosas) (Tabela 3). Esse grupo
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formado por R3 (Oficina) e R6 (CCI) exibiu um marcante afastamento da referéncia (Ref) em
termos de estrutura vegetal (Figura 3).

O ajuste de vetores ambientais (dados edaficos) mostrou que o sitio de referéncia (Ref)
estd totalmente dissociado dos sitios em processo de recuperagdo em termos de caracteristicas
do substrato (Figura 3), principalmente por apresentar maiores valores para varidveis, como o
teor de argila, acidez potencial (HAL), concentracdo de aluminio, carbono orgénico total
(COT), nitrogénio total (TN), biomassa microbiana (MBC), atividade da fosfatase acida
(AcP), hidrélise FDA, glomalina facilmente extraivel, e glomalina total (Figura 3).
Adicionalmente, a referéncia suportou menores valores de pH, e quociente metabdlico
(qCO2) (Figura 3). Nesse contexto, apesar de o carbono da biomassa (MBC) ndo fornecer
informacdes sobre a composicdo microbiana (HARRIS, 2003), € perfeitamente plausivel
assumir que a comunidade microbiana suportada pela floresta primaria diverge daquelas
apresentadas pelos sitios em recuperagdo. Especificamente, os resultados sugerem que a
comunidade microbiana suportada pela floreta primaria (Ref) seja diversa e metabolicamente
ajustada a condicao de maior acidez.

A maior riqueza vegetal é provavelmente a principal razdo para que a comunidade
microbiana da referéncia possa ser considerada superior e mais diversa do que os outros sitios
uma vez que € reconhecido que biomassa e a diversidade de microrganismos guardam certa
proporcionalidade (SAHOO et al., 2010). O maior conteido de argila da floresta priméria
(Ref) (Figura 3) também pode estar relacionado com a maior diversidade da biomassa
microbiana nesse sitio. Estudos apontam compartimentalizacdo da diversidade e da
composi¢do de microrganismos em funcao do contetido de argila, sugerindo a distribuicao ndo
aleatdria da comunidade microbiana na matriz mineral dos solos (KANDELER et al., 2000).
Por exemplo, SESSITSCH et al. (2001) observaram maior diversidade microbiana na fracdo
argila do que na fracdo areia. Outro fator que pode explicar a maior diversidade microbiana da
referéncia é o fato desse sitio ter suportado maior hidrélise FDA (Figura 3). O diacetato de
fluoresceina (FDA) é um substrato degradado por um amplo conjunto de enzimas hidroliticas,
e tem mostrado relacdo com caracteristicas vinculadas a diversidade microbiana, como a
resiliéncia (CHAER et al., 2009b). Dessa forma, em um contexto de maior biomassa
microbiana (MBC), maior conteido de argila, maior hidrdlise FDA, maior acidez e o menor
valor de quociente metabdlico (qCO2) (Figura 3), ha reforco na sugestdo de que a
comunidade microbiana no sitio de referéncia, além de diversa, seja metabolicamente ajustada
a acidez.

Os sitios R2(Topsoil) e R3(Oficina) aproximaram quanto a menor eficiéncia
metabdlica de suas comunidades microbianas, refletida pelo alto valor de quociente
metabdlico (ZELLES, 1999) (Figura 3), varidvel responsiva a qualidade do substrato organico
(RANGER & RINKLEBE, 2011). O tempo de armazenamento da camada fértil tem sido
apontado como uma das principais causas do declinio do carbono organico (AKALA & LAL,
2001), o que poderia repercutir negativamente sobre a atividade microbiana e sua eficiéncia
(MULLER et al., 1985). No entanto, o tempo de armazenamento da camada superficial
(topsoil) utilizada na recuperacdo do sitio R2 (Topsoil) foi relativamente curto, cerca de trés
meses. Isso pode ter contribuido para que o contetido de carbono organico (COT) no sitio R2
(Topsoil) tenha apresentado valor médio estatisticamente igual ao da referéncia (Tabela 5).
Contudo, € possivel que, qualitativamente, o carbono organico presente no R2 (Topsoil) seja
ruim, uma vez que esse sitio exibiu valor de relacdo C:N significativamente maior do que os
sitios que tiveram manejo de calagem e adubacgdo, R3 (Oficina) e R6 (CCI) (Tabela 4). Esses
sitios, R3 e R6, foram dominados por leguminosas, enquanto o sitio R2 (Topsoil) foi
principalmente dominado por espécies da familia Urticacea, principalmente por espécies do
género Cecropia, conhecidas por fornecerem, em geral, litter de significativa recalcitrancia
(MESQUITA et al., 1998; OLIVEIRA & CARVALHO, 2009). Dessa forma, sugere-se que a
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inabilidade do sitio R2(Topsoil) em sustentar com eficiéncia o metabolismo de sua populacio
microbiana tenha origem diferente da inabilidade exibida pelo sitio R3 (Oficina), e o efeito
mais provavel seja a baixa qualidade quimica dos substratos ofertados pela vegetacdo
dominante do R2 (Topsoil).

Adicionalmente, o efeito da baixa disponibilidade de substratos para sustentar o
metabolismo microbiano no sitio R2 (Topsoil) pode também estar associado a diluicdo da
concentracdo do carbono organico facilmente degraddvel durante a manipulacdo da camada
superficial (topsoil) para a recuperacdo do substrato de rejeito desse sitio (ANDERSON et al.,
2008). Estudos como o de SNAJDER et al. (2008) mostraram que a diminui¢io da qualidade
dos substratos em funcdo da profundidade foi acompanhada pela redug¢do da atividade
microbiana. Nesse sentido, o revolvimento sofrido pela camada superficial utilizada na
recuperagdo do sitio R2 (Topsoil) pode ter favorecido o retorno de substratos pouco
decomponiveis a superficie, diminuindo a capacidade de sustenta¢cdo metabdlica microbiana
nesse sitio.
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Figura 3. NMDS baseado em atributos de estrutura vegetal. Distancia “Bray-Curtis” dos
sitios com dados previamente Wisconsin transformados (LEGENDRE &
LEGENDRE, 1998). Ajuste de vetores ambientais (propriedades fisico-quimicas e
aspectos microbioldgicos) significativos ao teste de permutacdo de Monte Carlo
(P<0,05) (COX & COX, 2001). Simbolos dos sitios: quadrado (R2 Topsoil), tridngulo
(R3 Oficina), diamante (R6 CCI), e circulo (Ref Floresta primaria). Legendas ver
tabela 4.

4.3.2. Relacionamentos entre vegetacao e o ambiente do substrato

Muito comum ao ramo da morfometria, a sobreposi¢cao procrusteana ainda é pouco
difundida em outras areas, incluindo as ciéncias do solo. Isso é curioso tendo em vista as
grandes oportunidades oferecidas por essa abordagem (PERES-NETO & JACKSON, 2001).
Os resultados da avaliagdo dos relacionamentos entre a vegetacdo e o ambiente do substrato
(quimico e microbioldgico), nos sitios em processo de recuperagdo, permitiram interpretacdoes
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em nivel de sitio e de parcela. Antes de qualquer coisa € preciso relembrar que o tamanho dos
residuos da sobreposicao corresponde a métrica de associacdo, quanto menor for essa métrica,
maior € o relacionamento.

O primeiro relacionamento considerado significativo pela sobreposicao Procrusteana
foi aquele entre a variacdo baseada na vegetac@o e a variagdo baseada no conjunto de dados
reunindo varidveis quimicas e microbioldgicas do substrato (r=0,83, P<0,05) (Tabela 5). Esse
relacionamento forneceu o primeiro indicio de que a vegetagdo estd atuando no
comportamento do substrato nos diferentes sitios investigados. Esse resultado se aproxima de
estudos anteriores que apontaram relacionamentos entre a vegetacdo e varidveis de solo
(WARDLE et al., 2004; MCLAREN & TURKINGTON, 2010; HARRISON & BARDGETT,
2010; ORWIN et al., 2010; ZHANG et al., 2011; LAMB et al., 2011).

Apesar de o relacionamento entre vegetacdo e a variagdo baseada no conjunto de
dados reunindo varidveis quimicas e microbiolégicas do substrato ter sido considerado
significativo (Tabela 5), a visualizagdo da solucdo gréfica indicou considerdavel variagdo no
tamanho médio dos residuos (Figura 3). A essa luz, uma vez que o tamanho dos residuos é
inversamente proporcional ao grau do relacionamento, esse resultado sugere que a natureza da
relacdo entre vegetacdo e o ambiente do substrato se altera de sitio para sitio.
Interessantemente, esse relacionamento se mostrou mais intimo (menores residuos) nas
parcelas do sitio com o mais evidente dominio por uma determinada familia e/ou espécies
botanicas, o sitio R6 (CCI) (Figura 3), que foi dominado por leguminosas.

Na investigagdo do relacionamento entre a vegetacdo e a variagdo do ambiente
quimico do substrato, o qual foi considerado significativo (r=0,75; P<0.05), novamente as
parcelas do sitio R6 (CCI) foram aquelas que apresentaram o menor tamanho médio de
residuos entre todos os sitios investigados (Figura 4). Interessantemente, o tamanho dos
residuos representando o relacionamento entre vegetacao e a variacdo quimica do substrato se
relacionou negativamente com a biomassa microbiana (MBC), e positivamente com a
eficiéncia metabolica (qCO2) (Tabela 5). Esse resultado sugere que a influéncia da vegetacdo
sobre a variagdo quimica do substrato repercute sobre aspectos importantes da comunidade
microbiana, e se alinha aos resultados que suportam a existéncia do efeito indireto da
vegetacdo sobre aspectos comunidade microbiana via alteragdo no ambiente quimico do solo
(JIN et al., 2010; MUKHOPHADYAY & JOY, 2010; MERILA et al., 2010).

A solucdo grafica para o relacionamento entre vegetagdo e o ambiente quimico do
substrato sugere que os sitios divergem quanto ao tamanho médio dos seus residuos (Figura
4), ou seja, quanto a natureza do relacionamento. O resultado mostrando que varidveis
microbiolégicas (MBC e qCO2) responderam ao relacionamento entre vegetacdo e ambiente
quimico (Tabela 5) confere interessante dimensdo de interpretacdes para a natureza do
relacionamento dentro de cada sitio.

Uma plausivel interpretacao, e que foi considerada no presente estudo, tem por base o
seguinte: sitios com menor valor médio de residuo tendem a indicar que a biomassa e
eficiéncia metabdlica microbiana podem estar sendo favorecidas pela influéncia da vegetacao
sobre as varidveis quimicas do substrato (Tabela 5). Por sua vez, sitios com maior tamanho
médio de residuo sugerem que a biomassa e a eficiéncia metabdlica da comunidade
microbiana presente no substrato podem estar sendo desfavorecidas pela influencia da
vegetacdo nas varidveis quimicas (Tabela 5).
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Figura 3. Solugdo gréfica para a sobreposi¢do Procrusteana mostrando o relacionamento
entre a vegetacdo e o ambiente do substrato (varidveis quimicas e microbioldgicas
juntas). Os scores dos dois primeiros componentes principais (PC1 e PC2) de cada
uma das matrizes foram utilizados como entrada para a avaliagdo do relacionamento.
As setas apontam para a configuracdo alvo (vegetacdo). Os sitios representados no
grafico representam a variagdo baseada em varidveis quimicas e microbioldgicas
juntas. O tamanho da seta é o tamanho do residuo, isto é, a métrica de associacao apds
o Otimo ajuste entre as matrizes, e liga as coordenadas correspondentes (sitios) nas
duas ordenacdes por PCA. Ex: R6(1) ordenada com base na vegetagdo e R6(1)
ordenada com base no ambiente do substrato. Em negrito as parcelas onde o
relacionamento foi mais estreito (menores residuos “setas”).

Seguindo essa racionalidade, o resultado sugere que no sitio R6 (CCI), o qual exibiu
menor tamanho médio de residuos (Figura 4), a natureza do efeito indireto da vegetacao sobre
a biomassa microbiana e sua efici€ncia, via alteragao no ambiente quimico do substrato, pode
ter sido benéfica. Como ja mencionado, o R6 (CCI) exibiu uma condi¢do de dominio de
leguminosas associada a baixa diversidade e equitabilidade vegetal. Nesse sentido, é razodvel
sugerir, também, que as espécies leguminosas presentes no sitio R6 (CCI) sdo as principais
responsaveis pela alteracdo no ambiente quimico do substrato, e que essa influéncia estd
favorecendo a biomassa e a eficiéncia metabdlica da comunidade microbiana. Assim, €
acreditado que o efeito indireto da vegetacdo sobre a biomassa e a efici€éncia metabdlica da
comunidade microbiana, via alteragdo no ambiente quimico do substrato no sitio R6 (CCI),
seja em funcdo da qualidade quimica dos residuos aportados por sua vegetacao dominante. De
fato, estudos apontam a quantidade e a qualidade quimica dos residuos vegetais aportados ao
solo como os principais elos entre a vegetacao e os aspectos microbiolégicos do solo, como
atividade enzimdtica (MUKHOPHADYAY & JOY, 2010), biomassa microbiana (CHODAK
et al., 2009), e estrutura da comunidade microbiana (HARRISON & BARDGETT, 2010;
ORWIN et al., 2011).

Com o sitio R6 (CCI) se apresentando com uma vegetacao dominada por leguminosas
e com baixa riqueza e equitabilidade vegetal, a dominincia de espécies vegetais
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filogeneticamente préximas pode estar contribuindo para a redu¢do do nimero de estratégias
de aquisicdo de nutrientes e crescimento radicular, o que reverbera negativamente sobre a
diversidade quimica dos substratos ofertados para os microrganismos do solo (LAMB et al.,
2011). Dessa forma, sugere-se que possa estar ocorrendo especificidade da comunidade
microbiana para com a vegetacdo dominante no sitio R6 em funcdo da baixa diversidade
quimica do litter disponivel no R6 (CCI) (ORWIN et al., 2010; JIN et al., 2010).

Leguminosas sdo conhecidas por fornecerem, em geral, matéria organica de boa
qualidade (DINESH et al., 2009), principalmente aquelas capazes de realizar simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio (BALIEIRO et al., 2002). O resultado mostrando que o sitio
R6 (CCI), juntamente com o R3 (Oficina), exibiu valor de relacio C:N significativamente
menor do que os sitios que ndo exibiram dominio por leguminosa (Tabela 4), levanta a
suspeita de que a comunidade microbiana presente no sitio R6 (CCI) seja dominada por
microrganismos adaptados a uma condicdo de boa qualidade da matéria organica. Essa
suspeita se baseia em estudos como o de MERILLA et al., (2010), mostrando que a
composi¢ao vegetal prevalecente determinava em maior extensao a estrutura da comunidade
microbiana, principalmente em fun¢do da qualidade do litter. Ademais, um recente estudo
mostrou que a rizosfera de espécies mais palatdveis em termos de qualidade dos residuos teve
a estrutura de sua comunidade microbiana alterada para uma condi¢do menos oligotréfica
(ORWIN et al., 2010). Dessa forma, o contexto apresentado pelo sitio R6 (CCI), isto &,
dominio de leguminosas, associado a observagdo de que a biomassa e a eficiéncia metabdlica
foram particularmente favorecidas pela vegetacao via interferéncia no ambiente quimico do
substrato, versa com a “hipétese de massa”, primeiramente levantada por GRIME (1998).
Segundo essa hipdtese, as respostas funcionais de um ecossistema terrestre sao determinadas
principalmente pelas suas espécies e/ou grupos botanicos dominantes. Afinal, a biomassa
microbiana € considerada o principal componente do subsistema decompositor do solo
(WARDLE et al., 2004), sendo, portanto, importante para o seu funcionamento.

Uma importante observacao foi a de que a glomalina facilmente extraivel (EEG) teve a
mesma propensao da biomassa microbiana quanto a variagao do grau de relacionamento entre
vegetacdo e propriedades quimicas do substrato (Tabela 5). Isso € ecologicamente
significativo pois a EEG representa a fracdo ativa dos fungos micorrizicos arbusculares
(WRIGHT & UPADHYAYA, 1998), importante grupo microbiano do solo (SMITH &
READ, 1997). Adicionalmente, a biomassa microbiana foi positivamente relacionada com o
teor de glomalina facilmente extraivel (r=0,83, P=0,001). Esses resultados levam a suposi¢ao
de que a resposta dos fungos micorrizicos arbusculares (FMA) diante da variacdo do nivel de
relacionamento entre vegetacdo e aspectos quimicos do substrato seja similar a resposta
apresentada pela biomassa microbiana. Isso adiciona outra dimensdo para o sistema planta-
solo-microrganismos porque os FMA podem afetar direta e indiretamente os microrganismos
do solo (MARSHALL et al., 2011). Por exemplo, ANDRADE et al. (1997) mostraram que
pela alteragdo qualitativa e composi¢dao microbiana da rizosfera quantitativa de exsudatos
radiculares, os FMA podem ter efeito seletivo sobre a comunidade microbiana na area de
influéncia radicular. Dessa forma, a especificidade da comunidade microbiana sugerida para o
sitio R6 (CCI), possivelmente pela qualidade da matéria organica aportada pelas leguminosas
dominantes, pode ter a contribuicdo adicional dos FMA. De fato, muitas leguminosas
tropicais se associam aos fungos micorrizicos arbusculares (FARIA & CAMPELLO, 1999).
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Tabela 5. Relacionamentos entre a vegetacdo e os ambientes do substrato (quimico e
microbiolégico). Acessados por sobreposi¢cdes Procrusteanas entre matrizes
multivariadas de dados, [Y] e [X], conduzidas apds o isolamento do efeito de dada

matriz [Z].
Matrizes sobrepostas Matriz com Relacionamento Responsiva
efeito isolado
[Y] [X] (Z] R Varidvel R
Ambiente do Vegetagdo nenhuma 0,83* nenhuma nenhuma
substrato
Ambiente Vegetacdo Aspectos 0,75%* MBC, (-0,55,-
quimico microbioldgicos EEG, 0,57,
qCO2 0,55)*
Aspectos Vegetacdo Ambiente 0,80%* nenhuma nenhuma
microbiolégicos quimico
Aspectos Ambiente Vegetacdo P>0,05 nenhuma nenhuma

microbiolégicos  quimico

MBC: carbono da biomassa microbiana; qCO2: quociente metabdlico; EEG: glomalina facilmente extraivel;
HAL: acidez potencial (H*+Al"). Varidveis de solo significativamente responsivas ao relacionamento entre as
matrizes (tamanho dos residuos) sao listadas. *P<0,05; **P<0,01.

Na contramao das parcelas do sitio R6 (CCI), o sitio R2 (Topsoil) representou o outro
extremo da natureza do efeito do relacionamento entre vegetacdo e a variacdo do ambiente
quimico do substrato. Esse sitio exibiu o maior valor médio para o tamanho dos residuos
(Figura 4), indicando que o efeito da vegetacdo sobre o ambiente quimico do substrato é
desfavordvel a biomassa e eficiéncia metabdlica nesse sitio. A suspeita para as causas desse
relacionamento negativo provém do fato de o R2 (Topsoil) ser dominado por espécies do
género Cecropia, em especial Cecropia ficifolia, com 133 individuos. Em um estudo recente,
OLIVEIRA & CARVALHO (2010) observaram que a serrapilheira de espécies do género
Cecropia possuiu o maior teor de lignina, e que essa caracteristica refletiu negativamente
sobre a atividade decompositora da comunidade microbiana. Somado a isso, o sitio R2
(Topsoil) foi, juntamente com a floresta priméaria, detentor dos maiores valores de relacao C:N
(Tabela 4), outro ponto que, assim como a lignina, pesa contra a labilidade dos residuos
ofertados pela vegetacio (MERILA et al., 2010).

4.3.3. Contribuiciao da vegetaciao e do substrato para o comportamento microbiano

A discussao até aqui sobre a influéncia da vegetacao, em especial aquela dominada por
leguminosas, sobre aspectos fundamentais da comunidade microbiana, como a biomassa
(MBC) e sua eficiéncia metabdlica (qCO2), poderia suscitar a seguinte questdo: uma vez que
as caracteristicas quimicas do substrato podem, assim como a vegetacdo, influir no
comportamento microbiano (BERG & SMALLA, 2009), qual é a contribui¢do individual
relativa da vegetacdo e do substrato para a variagdo microbioldgica? Essa questao € pertinente
porque poderia estar sendo enfatizada a vegetacdo, em propor¢des indevidas, no que diz
respeito a modulagdo do aspecto microbiano.

A particdo da variacdo seguida da RDA parcial mostrou que a contribui¢io individual
do substrato para a variacdo microbioldgica foi pequena e nao significativa (Figura 5). Essa
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contribuicao seis vezes menor do que a contribuicdo individual da vegetacdo para a variacdo
microbioldgica, a qual foi considerada marginalmente significativa (Figura 5).
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Figura 4. Solucdo grafica para o relacionamento procrusteano entre a vegetacao e o ambiente
formado por varidveis quimica do substrato.

Vegetacao
Substrato X Vegetagdo
Substrato
0,26
0,05 — 0,31
P=0,06

Residuos=0,37

Figura 5. Parti¢cdo da Varia¢do. Mostra a contribuicio individual do substrato (caracteristicas
quimicas), da vegetacdo, da interacdo entre vegetacdo e substrato, e do acaso
(contribui¢do residual) para a variagdo microbioldgica. O tamanho da figura
geométrica € proporcional a contribuicdo para a variacdo microbioldgica. A
significancia das contribuicdes individuais foi acessada por RDA parcial
(LEGENDRE & LEGENDRE, 1998). O procedimento utilizado nido permitiu acessar
a significancia da contribui¢io da interacio entre vegetacdo e substrato (quadrado). A
contribuicdo de fatores alheios a vegetacdo e ao substrato para a variagdo
microbiolégica € exibida na forma triangular, sdo os residuos.
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4.3.4. Padroes de relacionamento individual e selecio de variaveis

A andlise de redundancia (RDA) foi conduzida compilando os dados do substrato
(propriedades fisicas, quimicas, € microbioldgicas) em uma matriz de varidveis responsivas
(“response matrix”), e os dados de estrutura vegetal em uma matriz explicativa (“explanatory
matrix”). A RDA global (considerando todas as varidveis explicativas) reportou sete eixos
candnicos (RDA eixos), os quais, de forma conjunta, explicaram 83% da variacdo total dos
dados do substrato (Tabela 6). Esse valor foi considerado significativo (P= 0,001) (Tabela 6).
Individualmente, os trés primeiros eixos candnicos, RDA1, RDA2, e RDA3, contribuiram
com 39,4; 14,3; e 13,09% na variacdo total dos dados, respectivamente (Tabela 6). Essas
contribuicdes foram consideradas significativas, P=0,014, P=0,025, e P=0,037),
respectivamente (Tabela 6). No modelo global, as varidveis explicativas que contribuiram de
forma significativa para a variacdo dos dados do substrato foram: riqueza de espécies arboreas
(wrch) e riqueza de espécies arbustivas (brch), P=0,028 e P=0,001, respectivamente (Tabela
6). A fracdo da variagdo total explicada por todos os eixos candnicos, 83,4%, correspondeu a
um valor ndo ajustado (R” ajustado). O novo R calculado para a RDA global foi de 55,1% (R
ajustado) (Tabela 6).

Tabela 6. RDA global. Nesta, a matriz explicativa foi formada por todas as varidveis de
estrutura vegetal.

Eixos candnicos Autovalores % explicada Significancia (valor de P)
RDALI 0,394 394 0,014

RDA2 0,143 14,3 0,025

RDA3 0,130 13,0 0,037

RDA4 0,0783 7,83 Ns

RDAS 0,0521 5,21 Ns

RDAG6 0,0289 2,89 Ns

RDA7 0,00955 0,95 Ns

Parti¢do variacao

Total 1,0 100
R’ (ndo ajustado) 0,834 83,4 0,001
R? ajustado 0,551 55,1 0,001

Varidveis explicativas

wrch 0,028
brch 0,001

Em negrito, a percentagem da variag@o total dos dados de solo explicada pela matriz de vegetacdo contendo
todas as varidveis de estrutura (R ajustado) e significincia dessa fracdo. As significncias foram testadas por
teste de permutacdo de Monte Carlo (999 permutacdes); wrch (riqueza de espécies arbdreas) e brch (riqueza de
espécies arbustivas) foram consideradas as varidveis mais significativas em ditar a variagdo do substrato em
termo de varidveis quimicas, fisicas e microbioldgicas. ns: ndo significativo.

Confirmada a significincia do modelo global (RDA global), as varidveis de estrutura
vegetal, as quais compunham a matriz explicativa, foram investigadas quanto a colinearidade.
Com excecdo da riqueza de espécies leguminosas arboreas (wleg), e a riqueza de leguminosas
arbustivas (bleg), todas as varidveis de estrutura vegetal estavam contribuindo para o aumento
indevido do R* no modelo global (Tabela 7). Em outras palavras, o R? ndo ajustado
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encontrado, 83,4%, estava sendo inflacionado pela maior parte das varidveis de estrutura
vegetal utilizadas na RDA global. O elevado nimero de varidveis com VIF>20 (Tabela 7)
impds a necessidade da redu¢ao do modelo global, ou seja, reduzir o nimero de varidveis de
estrutura vegetal.

Tabela 7. Varidveis explicativas (estrutura vegetal) que estavam contribuindo para inflacionar
o R%, isto é, aumento indevido da percentagem da variacdo total do substrato em
termos quimicos, fisicos, e microbioldgicos, explicada pela vegetacao.

N° Varidveis explicativas VIF
(Vegetacdo)
1 wrch 37,4
2 brch 53,5
3 wfam 76,0
4 bfam 54,5
5 wleg 3,80
6 bleg 8,57
7 covleg 39,6

VIF (“Variance Inflation Factors”). As varidveis explicativas com valor VIF>20 estavam inflacionando o R’
Indicando alta colinearidade, e por consequéncia, a necessidade de selecdo prévia selecdo e geracdo de modelo
parcimonioso (com a vegetacao sendo representada por um nimero menor de varidveis)

A selecio STEPWISE no modo “forward selection”, com o duplo critério de parada,
resultou na selecdo de trés varidveis de estrutura vegetal: nimero de familias botanicas de
porte arbustivo (bfam), riqueza de espécies arbustivas (brch), e riqueza de espécies
leguminosas arbustivas (bleg) (Tabela 8). A RDA conduzida com apenas essas trés varidveis
selecionadas (RDA parcimoniosa), reportou trés eixos candnicos: RDA1, RDA2, e RDA3,
que juntos, explicaram 64 % da variagado total dos dados quimicos, fisicos, e microbioldgicos
do substrato. Esse valor foi considerado significativo (P=0,001) (Tabela 8). Individualmente,
os trés eixos candnicos contribuiram com 38,6; 14,0; e 11,4% na variagdo total dos dados de
solo, respectivamente (Tabela 8). Essas contribuicdes foram consideradas significativas,
P=0,001, P=0,005, e P=0,006, respectivamente (Tabela 8). Todas as trés varidveis
selecionadas para a RDA parcimoniosa foram consideradas significativas em determinar a
variagdo conjunta dos dados quimicos, fisicos, e microbioldgicos do substrato (Tabela 8). O
R’ ajustado para o modelo parcimonioso foi 0,51, apenas 0,04 pontos abaixo do R* ajustado
do modelo global (Tabelas 6 e 8), mostrando a habilidade das varidveis selecionadas: niimero
de familias arbustivas (bfam), riqueza de espécies arbustivas (brch), e riqueza de espécies
leguminosas arbéreas (bleg) em ditar a variagdo do substrato em termos de varidveis
quimicas, fisicas, e microbioldgicas (Tabela 8).

A ordenagdo dos dados do substrato (quimicos, fisicos, € microbioldgicos) em fungao
da estrutura vegetal foi similar entre os modelos global e parcimonioso da RDA; por isso, foi
mantida aquela contendo todos os vetores representando as varidveis de estrutura vegetal
(Figura 6). A solucdo gréfica da RDA, priorizando a correlagdo entre as varidveis (“‘Scaling
2”) (LEGENDRE & LEGENDRE, 1998), mostrou que os atributos arbustivos e arbdreos
separaram os dados de “solo” em dois grandes grupos ao longo do RDAT1 (Figura 6). Desse
modo, esses resultados, além de confirmarem a forte influéncia da vegetacdo na variacao das
variaveis de solo, trouxeram uma nova dimensao de interpretacdo para o presente estudo: as
tendéncias de relacionamento individual entre as varidveis relacionadas a vegetacdo e dessas
com grupos de varidveis de “solo” (quimicas, fisicas, e microbioldgicas); além da vinculacdo
desses relacionamentos com 0s sitios.
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Foi observado que a riqueza de espécies arbdreas (wrch) e a riqueza de espécies
arbustivas (brch) foram as varidveis de vegetacdo que mais bem contribuiram para a
separagdo dos dados de solo em dois grupos distintos (Figura 6). A riqueza de espécies
arboreas (wrch) foi mais relacionada ao conjunto de varidveis de solo associada a referéncia,
como biomassa microbiana (MBC) (ZHANG & CHU, 2011), atividade enzimética global
(FDA), fosfatase 4cida (AcP), contetido de glomalina (TG e EEG) (Figura 6). Isso sugere que
o aumento da riqueza arbdrea deve ser algo a ser perseguido nos processos de recuperacdo
quando o objetivo do manejo € aproximar os sitios da condicdo da floresta primdria outrora
suprimida.

Tabela 8. RDA parcimoniosa. Realizada com as varidveis selecionadas por “forward
selection” com duplo critério de parada.

Eixos candnicos Autovalores % explicada Significancia (valor de P)
RDAI 0,386 38,6 0,001
RDA2 0,140 14,0 0,005
RDA3 0,114 11,4 0,006

Parti¢do variagdo

Total 1,0 100

R? 0,640 64,0 0,001
R? ajustado 0,510 51,0 0,001
Variaveis

explicativas

bfam 0,001
brch 0,020
bleg 0,019

Em negrito, a percentagem da variacdo total do substrato em termos quimicos, fisicos e microbioldgicos
explicada pela matriz de vegetacdo formada apenas com as varidveis selecionadas: bfam: nimero de familias
arbustivas; brch: riqueza de espécies arbustivas; bleg: riqueza de leguminosas arbustivas. Varidveis
consideradas significativas em ditar a variagdo dos dados de “solo” (bfam,brch,bleg). As significincias foram
testadas por teste de permutacdo de Monte Carlo (999 permutacdes).

Adicionalmente, o relacionamento entre varidveis de vegetacdo e varidveis de solo
mostrou que atributos arbustivos, como a riqueza de espécies arbustivas (brch) e o ndmero de
familias botanicas arbustivas (bfam), tenderam a exibir relacionamento positivo com o grupo
de varidveis formado pelo pH e saturac@o por bases (V) (Figura 6). Os locais onde esse padrdo
foi mais proeminente foram os sitios R3 (Oficina) (Figura 6). Contudo, essas varidveis
também relacionaram com a baixa eficiéncia metabdlica (qCO?2). Esse resultado pode, em um
primeiro momento, parecer contraditorio. Isso porque a condi¢cdo de maior disponibilidade de

N

bases associada a menor acidez estd comumente associada a um ambiente, teoricamente,
menos estressante a comunidade microbiana (ROUSK et al., 2010). A presenca da maior
respiragdo especifica (qCO2) (Figura 6) sugere que nas comunidades microbianas nos sitios
onde a riqueza arbustiva (brch) € maior, R2 (Topsoil) e R3 (Oficina) (Figura 6) os recursos
disponiveis estejam sendo utilizados de forma ndo equilibrada, isto €, desviando a maior parte
da energia para a manutencdo de um ambiente mais ajustado as suas demandas, em

detrimento de seu crescimento.
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A observacdo de que a maior riqueza de espécies arbustivas (brch) se relacionou
positivamente com o desfavorecimento da biomassa microbiana (MBC) (Figura 6), ndo esta
de acordo com resultados anteriores que apontaram aumento da biomassa acompanhado da
riqueza vegetal (BALDRIAN et al., 2008; ZHANG & CHU, 2011). Sendo a biomassa
microbiana € considerada a forca motriz de um dos principais servicos do ecossistema, a
decomposicdo (WARDLE et al., 2004), uma das explicacdes para esse resultado € a de que os
efeitos da riqueza vegetal sobre as propriedades do ecossistema podem demandar um espaco
de tempo para de fato serem sentidos (EISENHAUER et al., 2010).

A lacase catalisa a oxidacdo dos grupamentos fendlicos presentes nos substratos
organicos, como lignina e substancias himicas (KELLNER et al., 2008). Dessa forma, essa
enzima atua basicamente na biodegradacdo e na transformacdo da fracdo menos labil da
matéria organica do solo (KELLNER et al., 2008). Apesar de normalmente estar relacionada a
ambientes menos férteis e/ou mais degradados (CHAER et al., 2009a), sua atuacdo pode ser
complementar para a atividade de outras enzimas por meio da reducdo da “blindagem” da
matéria organica (FREEMAN et al., 2004). Por outro lado, a B-glucosidade atua na fase final
da transformacdo total da celulose (BALDRIAN et al.,, 2010), gerando substratos mais
facilmente utilizaveis pela comunidade microbiana do solo (MARX et al., 2005). Nesse
contexto, a atuagdo da lacase pode ter importante papel para a atividade da glucosidase uma
vez que essas enzimas atuam em diferentes momentos da transformacdo da matéria organica
do solo. Dessa forma, no presente estudo, o relacionamento positivo entre B-glucosidase e
lacase (Tabela 9), e entre elas e aspectos da comunidade de leguminosas (Figura 6), em
especial com a riqueza de leguminosas arbustivas (bleg) (Figura 6), sugere
complementaridade funcional entre essas enzimas nos sitios que apresentaram leguminosas
arbustivas, R3 (Oficina) e R6 (CCI).

Embora a lacase e a B-glucosidase tenham exibido relacdo positiva com varidveis
ligadas a estrutura comunidade de leguminosas, a maior riqueza de leguminosas arbustivas
(bleg) e a maior cobertura de leguminosas (covleg) parecem suportar diferentes padrdes de
atuacdo dessas enzimas. Essas duas caracteristicas da comunidade de leguminosas de fato
distanciaram os sitios R3(Oficina) e R6 (CCI) (Figura 6), os unicos sitios que exibiram
espécies leguminosas arbustivas. Os resultados indicaram que em ambientes onde a cobertura
de leguminosas (covleg) foi maior, R6 (CCI), a atividade da B-glucosidade tende a ser maior
(Tabela 9), enquanto que em ambientes com maior riqueza de leguminosas arbustivas (bleg),
R3 (Oficina), a lacase tende a ser superior (Tabela 9).

Como mencionado anteriormente, Lacase e B-glucosidase sdo enzimas importantes na
ciclagem do carbono, porém, atuando em momentos dissimilares desse processo. Essa
caracteristica permite dizer que a [-glucosidase demanda substratos com nivel de
recalcitrancia menor do que a lacase. Foi detectado que a cobertura de leguminosas (covleg),
maior no R6 (CCI), relacionou negativamente na relacdo C: N do solo (Tabela 9), isto €, com
a menor recalcitrancia. Por outro lado, a riqueza de leguminosas arbustivas (bleg) ndo teve
relacdo significativa com a relagdo C:N (Tabela 9). Contudo, a riqueza de leguminosas
arbustivas exibiu forte relacdo com a lacase (Tabela 9). Dessa forma, esses resultados
sugerem que a diferenga entre os sitios R3 (Oficina) e R6 (CCI) em estrutura da comunidade
de leguminosas, principalmente em relag@o a riqueza d leguminosas arbustivas e cobertura de
leguminosas, pode estar relacionada com pools de matéria organica de diferente qualidade.
Como ja mencionado o sitio R6 (CCI), além de exibir maior cobertura de leguminosas, exibiu
apenas uma espécie leguminosa arbustiva: Mimmosa acutistipula. Isso sugere que, em
comparagdo com o R3 (Oficina), esse sitio seja de menor recalcitrancia da matéria organica
fornecida pela vegetacdo. A observacdo de que a lacase estd relacionada com a maior riqueza
de leguminosas arbustivas, em especial no sitio R3 (Oficina) (Figura 6), levanta também a
suspeita de que nesse sitio a comunidade microbiana seja dominada principalmente por
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fungos heterotréficos. Isso porque apesar de pesquisadores terem demonstrado a origem

bacteriana da lacase (KELLNER et al., 2008), essa enzima ¢ predominantemente de origem
fingica (BALDRIAN, 2006).
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Figura 6. Triplot da RDA global com escalonamento do tipo 2 (Scaling 2), o qual prioriza as
tendéncias de relacionamento entre as varidveis de estrutura vegetal e as dados de solo,
bem como varidveis da mesma natureza. A matriz responsiva incluiu varidveis fisicas,
quimicas e microbiolégicas (setas sem cabeca), enquanto a matriz explicativa
(ambiental) foi constituida das varidveis de estrutura vegetal (negrito e itdlico; com
cabeca). wrch: riqueza de espécies arboreas; brch: riqueza de espécies arbustivas;
wfam: ndmero de familias arboéreas; bfam: nimero de familias arbustivas; wleg:
riqueza de leguminosas arboreas; bleg: riqueza de leguminosas arbustivas; covleg:
cobertura de leguminosas. Legenda das varidveis da matriz responsiva ver tabela 4.

Tabela 9. Correlacdo de Pearson entre varidveis relacionadas a comunidade de leguminosas e
atributos de solo ligados a ciclagem do carbono.

lacase Gluco Resp CN lacase
bleg 0,71%** 0,75%* 0,68%* ns Gluco 0,52%*
covleg ns 0,63* 0,64* -0,73** FDA -0,72**

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. Legendas ver tabela 4 e figura 6.

E importante notificar que as interpretagcdes sobre a relacdo das enzimas com servigcos
funcionais dos ecossistemas, como a ciclagem de nutrientes; € com grupos microbianos, como
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os fungos, devem sempre ser feitas com cautela (BURNS et al., 1982; STURSOVA &
BALDRIAN, 2011). Estudos atentaram para mostrar os diferentes efeitos que os componentes
que formam a matriz do solo podem exercer sobre a recuperacdo e a cinética de proteinas
(QUIQUAMPOIX et al., 2000; TAYLOR et al., 2002; MARINARI et al., 2008). Por
exemplo, MARX et al. (2005) observaram que as carbohidrases, grupo no qual pertence a [3-
glucosidase, exibiram diminui¢do da atividade associada a reducdo granulométrica do solo,
indicando que a atividade enzimadtica do solo pode ser negativamente influenciada pela
reducdo da textura. No presente estudo, somente lacase e B-glucosidase foram relacionadas
com a textura, mesmo assim, somente com a fracdo silte (resultado ndo mostrado). Isso deu
maior seguranca nas interpretagdes feitas sobre a ciclagem de nutrientes nos sitios dominados
por leguminosas.
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5. CONCLUSOES

> Por meio da abordagem estatistica utilizada no presente estudo, pode se
concluir que a variagdo na vegetacdo estd afetando o comportamento below-ground,
isto é, a variagdo nas propriedades quimicas e microbioldgicas do solo.

> Os resultados mostrando que o efeito da vegetacdo sobre a variagdo quimica
repercutiu sobre a biomassa e a eficiéncia metabodlica das comunidades microbianas,
conduzem a conclusdao de que a natureza do efeito da vegetacdo sobre a variagao
microbiana € divergente de sitio para sitio.

> Uma vez que o efeito da vegetagcdo sobre a variacdo quimica foi maior no sitio
R6 (CCI), e esse sitio foi aquele com prevaléncia de especifico grupo botanico:
leguminosas, esse estudo traz evidéncias que dao suporte, de forma pontual, a hipétese
de que o grupo vegetal prevalecente € aquele quem determina em maior propor¢ao o
funcionamento do ecossistema. Em outras palavras, a vegetacdo dominante € quem
dirige a comunidade microbiana.

> O presente estudo mostrou que a variagdo na vegetacao, ao se relacionar com a
variacao do compartimento microbioldgico, pode ser um potencial proxy para o status
microbiano dos substratos em processo de recuperagao.

> O relacionamento entre varidveis individuais mostrados pela RDA aponta que
no sitio R3 (Oficina) estd ocorrendo maior taxa de mineralizagao do carbono no solo
(maiores atividades de glucosidase e Lacase associadas a maior respiragdo do solo).
Uma vez que esse sitio ainda estd ainda no inicio do processo de recuperacdo, essa
maior mineralizagdo pode estar relacionada a uma condicdo de maior estresse da
comunidade microbiana.
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6. CONIDERACOES FINAIS

Esse estudo foi o primeiro a utilizar a abordagem de correlagdo de matrizes
(sobreposicado Procrusteana) para investigar o relacionamento direto entre diferentes
compartimentos do ecossistema. E reconhecido aqui que apontar qual dos manejos de
recuperacdo utilizados foi considerado bom ou ruim seria uma leviandade; isso porque 0s
sitios foram varidveis em manejo e em idade de recuperagdo, e essa interacdo € dificil de ser
isolada. No entanto, ao utilizar uma abordagem correlativa, as diferengas entre os sitios, 0s
quais foram considerados como tratamentos, ndo sdo preponderantes.

E também reconhecido que para confirmar a hipétese de massa em condicdes de
campo serd necessdrio encontrar o padrio - relacionamento forte entre vegetacdo e
comunidade microbiana - em sitios que apresentem dominio absoluto por diferentes grupos
botanicos. Desse modo, essa € mais uma linha a ser estudada nas dreas em processo de
recuperacao.

Uma vez que o componente microbiolégico, como indicador de qualidade e
recuperacdo, ainda encontra resisténcia quanto ao seu uso nas tomadas de decisdo sobre os
rumos do manejo de recuperacio, em especial devido a nem sempre simples mensuragdo e
interpretacdo de seus resultados; para que a variagdo da vegetacdo nas dreas em recuperacao
possa ser utilizada com seguranca como preditora do comportamento da comunidade
microbiana, trabalhos futuros relacionando a comunidade de plantas e o compartimento
microbioldgico sob diversas perspectivas € em um mais variado cendrio sao necessarios.
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