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RESUMO

Entre as principais oleaginosas eleitas para a producao de biodiesel, encontra-se
a mamona (Ricinus communis L.), por possuir elevado teor de 6leo, conhecido como
6leo de ricino, extraido pela prensagem das sementes, contendo 90% de acido graxo
ricinoléico, o qual confere ao éleo suas caracteristicas singulares, possibilitando ampla
gama de utilizagdo industrial. A producado brasileira de mamona concentra-se na
caatinga baiana. A agricultura desta regidao, embora seja feita sem o0 uso de insumos
agricolas mantém uma produtividade regular. Com isso, tornou-se importante avaliar o
“efeito ambiental” desta cultura sobre os estoques de C (carbono) e N (nitrogénio) no
solo e os mecanismos de sua manutencao. Este trabalho foi realizado em solos de uma
fazenda na regiao de Irecé-BA, tendo como objetivos calcular os estoques de C e N no
solo; calcular o fluxo de gases do efeito estufa dos residuos de mamona; calcular os
valores C e N da biomassa microbiana no solo (BMS) e analisar o perfil da comunidade
de bactérias fixadoras de N2 no solo por PCR-DGGE. Os resultados indicaram a
auséncia de variagdes nos estoques de C entre os tratamentos de mamona com 10, 20
e 50 anos de cultivo (48 Mg ha') sendo superados pelos valores encontrados na
caatinga (90 Mg ha'); mesma condicdo para o estoque de N (5,3 Mg ha' nos
tratamentos de mamona e 8 Mg ha' na caatinga). Ja os valores de C-microbiano foram
superiores na caatinga, mas ndo apresentaram diferencas entre os cultivos de
mamona; para o N-microbiano, os valores ndo sofreram diferengas entre as camadas,
porém foram inferiores no tratamento de mamona com 10 e 50 anos de cultivo. O fluxo
de gases de N-N,O e C-CO, foram maiores para o tratamento com aplicagdo de
residuos organicos de mamona chegando a 160 mg m? h™ de C-COz e 600 mg m? h
de N-N20. O teste de reducéo de acetileno (ARA) e a anédlise de DGGE indicaram que o
perfil da comunidade de bactérias diazotroficas do solo nos diferentes tratamentos
sofreu alteragdo e permitiu a estocagem de N no solo durante os 50 anos de cultivo

viabilizando, ambientalmente, a produgdo de mamona nesta regiao.

Palavras-chave: Mamona; Biocombustivel; Biomassa, Caatinga, Efeito estufa; DGGE
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ABSTRACT

Among the main oils elected for biodiesel production is the castor bean (Ricinus
communis L.) for its high oil content, known as castor oil extracted by pressing the seeds
containing 90% ricinoleic acid, which gives the oil its unique features, allowing a wide
range of industrial use. Brazilian production of castor oil is concentrated in the tropical
dry forest of Bahia. Farming in this region, although it is made without the use of
agricultural inputs remains a regular productivity. With this, it became important to
assess the "environmental effect" of this culture on the stocks of C (carbon) and N
(nitrogen) in soil and the mechanisms for its maintenance. This work was carried out in
soils of a farm in Irecé-BA, aimed to calculate the stocks of C and N in soil, calculated
the flows of greenhouse gases from oil waste; to figure out the values of carbon (C) and
nitrogen (N) of microbial biomass in soil (BMS and to analyze the profile of the
community of Na-fixing bacteria in soil through denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE). Results indicated the absence of changes in C stocks between treatments of
castor oil with 10, 20 and 50 years of cultivation (about 48 Mg ha™) being outweighed by
values found in the tropical dry forest (90 Mg ha™'); same condition verified for the stock
of N (5.3 Mg ha™ treatments of castor and 8 Mg ha™ in tropical dry forest). As for values
of microbial-C, they were higher in the tropical dry forest and did not present differences
between the cultures of castor oil; regarding microbial-N values, there have not been
differences between the layers, but they were lower for castor oil with 10 and 50 years of
cultivation. The gases flow accumulated N-N>O was significantly higher than that of C-
CO, and higher for the treatment of soil with organic fertilizer castor reaching 160 mg m’
2h™' of C-CO, and 600 mg m? h™' of N-N,O. ARA analysis and DGGE indicated that the
profile of the diazotrophic community of soil in different treatments had change, allowing
the storage of N in soil during the 50 years of cultivation enabling, in environmental

terms, the production of castor oil in this region.

Keywords: Castor bean; Biofuel; Biomass; Tropical dry forest; Greenhouse; DGGE
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1 INTRODUGCAO

Os relatorios técnicos do Intergovermental Panel on Climate Change (IPCC,
2006) tém demonstrado que a queima de combustiveis fosseis € responsavel por mais
de dois tercos das emissdes antrdpicas de GEE (gases do efeito estufa) causadores do
aquecimento global.

O Brasil ja tem posigéo de destaque no cenario internacional de biocombustiveis
devido ao seu potencial de produgdo e também ao sucesso alcancado com o
PROALCOOL, implantado na década de 70 e que entre acertos e erros, atingiu e
superou suas metas. Segundo a National Biodiesel Board, dos Estados Unidos, o Brasil
tem condicdes de produzir 60% da demanda mundial de 6leo diesel mineral.

O biodiesel pode representar uma 6tima inovagéo sustentavel para a sociedade
brasileira, gerando efeitos positivos em varios segmentos (social, econémico, meio
ambiente, etc.), tendo em vista a crescente preocupacao ndao s6 dos ambientalistas,
mas também das autoridades em criar estratégias para o desenvolvimento do pais.
Estudos indicam que comparado ao 6leo diesel derivado de petrdleo, o biodiesel pode
reduzir em até 78% as emissoes de gas carbbnico, considerando-se a reabsorcao pelas
plantas no processo fotossintético. Além disso, pode reduzir em até 90% as emissdes
de fumaca e praticamente eliminar as emissdes de éxido de enxofre.

Com a necessidade de garantir a continuidade da vida no planeta, toda a
comunidade politica e econémica busca acordos para a necessidade de diminuir os
problemas climaticos e a escassez de recursos naturais, através de investimentos em
pesquisas de tecnologias renovaveis e novas formas de consumo e interacdo com o
meio ambiente.

Atualmente, no entanto, o uso de biocombustivel é imprescindivel como
alternativa de substituicdo do combustivel féssil (maior fonte global de GEE). Tornou-se
necessario avaliar todas as emissbes da cadeia produtiva para propor alteracées nos
processos de reducdo da emissdo de gases e tornar o produto atrativo no aspecto
ambiental, econémico e social dentro do agronegdcio internacional.

Essa tendéncia implica profundas mudancgas na politica ambiental, comercial e
econdmica dos paises em desenvolvimento que pretendem participar desse mercado

emergente e de alta rentabilidade. Tendo em vista o rapido desenvolvimento da
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producao de biocombustiveis, € vital a compreensdo e a quantificacdo também dos
seus efeitos sobre o ambiente e de protecdo ao clima. E necessario provar que a
bioenergia representa uma fonte energética realmente “limpa”.

Para atingir esse objetivo é necessario monitorar todas as fases da producao
deste biocombustivel, desde o cultivo da matéria prima oleaginosa até a disposi¢cao dos
residuos produzidos durante o processo industrial. O resultado final deve refletir o
“carbon footprint’ (ROSS, 2006) da producao em termos de emissao de gases do efeito
estufa (GEE), expresso em “equivalente de carbono” ou Ceq (WIEDMANN; MINX,
2007). O biocombustivel sera tanto mais atrativo no “offset’ de um combustivel fossil,
quanto menor a emissao de GEE associados a sua producao.

Algumas oleaginosas utilizadas para extracdo de éleo vegetal sdo: baga de
mamona, polpa do dendé, améndoa do coco de dendé, améndoa do coco de babacu,
semente de girassol, améndoa do coco da praia, carogo de algodao, grao de
amendoim, semente de canola, semente de maracuja, polpa de abacate, caroco de
oiticica, semente de linhaga, semente de tomate e de nabo forrageiro.

Para este estudo, foi utilizada a mamona como matéria-prima fornecedora de
biodiesel e, mantendo o parédmetro da sustentabilidade como base, coube um estudo
especifico, avaliando as condigdes do solo com cultivo de mamona, observando os
fatores quimicos e biolégicos decorrentes do cultivo desta oleaginosa, tendo como
principais objetivos:

— Calcular os estoques de carbono (C) e nitrogénio (N) do solo em funcao do
tempo de cultivo da mamona;

— Calcular as emissdes de CO,, N.O e CH4, em fungao da atividade microbiana
decorrente do produto torta (farelo) de mamona utilizada como adubo organico natural;

— Calcular o C e N da biomassa microbiana do solo (BMS) no cultivo de
mamona.

— Avaliar o perfil da comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio
(diazotroficas) no solo com plantio de mamona, por meio de um estudo envolvendo

técnicas da biologia molecular.
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2 Desenvolvimento

2.1 Revisao Bibliografica
2.1.1 Historia da mamona

A mamona, cientificamente denominada Ricinus communis L., é uma planta
oleaginosa da familia Euphorbiaceae. No Brasil, conhece-se a mamona sob as
denominagdes de mamoneira, ricino, carrapateira, bafureira, baga e palma-criste; na
Inglaterra e Estados Unidos, pelo nome de "castor bean" e "castor seed".

A mamoneira é uma xerdfila e helidfila, provavelmente originaria da Asia,
explorada comercialmente entre as latitudes 40°N e 40°S. No Brasil, sua introducao
deu-se durante a colonizagao portuguesa, por ocasiao da vinda dos escravos africanos.

A origem desta planta € muito discutida, jA que existem relatos, em épocas
bastante longinquas de cultivo na Asia e na Africa. O grande nimero de variedades
encontradas tanto no continente africano, como no asiatico, impossibilita qualquer
tentativa de estabelecer uma procedéncia efetiva da mamona.

Alguns pesquisadores acreditam que a mamona tenha sido originaria da Africa,
mais precisamente da Etiopia; essa regiao situa-se entre os paralelos 52 e 15°S.

A facilidade de propagacao e de adaptagdo em diferentes condi¢des climaticas
propiciou a mamona ser encontrada ou cultivada nas mais variadas regidées do mundo,
como no norte dos Estados Unidos até a Escécia. O clima tropical, predominante no
Brasil, facilitou o seu alastramento. Assim, hoje podemos encontrar a mamoneira em
quase toda extensdo territorial, como se fosse uma planta nativa e em cultivos
destinados a producéao de dleo.

De qualquer forma, mencéo dela é feita desde a mais remota antiglidade, pois
segundo autores classicos ja era conhecida a época dos antigos egipcios que a
apreciavam como planta milagrosa, sendo igualmente utilizada na india desde os
tempos imemoriais para os mais diversos fins. No Brasil a mamona foi trazida pelos
portugueses sendo conhecida desde a era colonial quando dela se extraia o 6leo com a
finalidade de utilizar para iluminacdo e lubrificacdo dos eixos das carrocas, além de

engrenagens e 0s mancais dos inUmeros engenhos de cana.
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2.1.2 A mamona como matéria-prima na producao de biocombustivel

O 6leo é o mais importante constituinte da semente de mamona, conhecido
como O6leo de ricino, extraido pela prensagem das sementes e contém 90% de &cido
graxo ricinoléico, o qual confere ao éleo suas caracteristicas singulares, possibilitando
ampla gama de utilizagao industrial (EMBRAPA, 2007).

A mamona apresenta uma das culturas eleitas pelos programas federais e
estaduais de biodiesel para fornecer matéria-prima para a produgao do biodiesel sendo
um biocombustivel apontado com o renovavel e menos poluente que o seu concorrente
féssil, o diesel (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO-ANP, 2007).

Contudo, um estudo feito pela ANP, (2008) mostrou que o biodiesel puro de
mamona nao atendia as especificacdes governamentais exigidas, por seu éleo possuir
elevada viscosidade e, portanto a energia do 6leo da mamona seria inadequada para
motores movidos a diesel, necessitando misturar a outros compostos para atender as
necessidades mecanicas. A viscosidade do 6leo da mamona como matéria-prima varia
entre 20 a 30 mm s’ (milimetros por segundo), portanto, acima dos limites permitidos
na resolucdo da ANP, entre 3 e 6 mm s'. Quanto maior a densidade do 6leo vegetal
menor a velocidade em que o fluido se movimenta no interior do motor (ANP, 2009).

2.1.3 Producao de mamona no estado da Bahia

Com relagdo a producao total de biodiesel no estado da Bahia de janeiro a
agosto de 2008 o somatério foi de aproximadamente 57.000 m® comparado a produgéo
total de 71.800 m® no ano de 2007. (ANP, 2008).

No ano passado a producao foi de 124,2 mil toneladas e a previsao para 2009 é
de 90,2 mil toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO-CONAB,
2009).

A producdo anual em toneladas de mamona produzida esperada até agosto de
2009 é de 200.000, com um rendimento médio de 1100 kg ha e o preco da mamona
hoje esta exigido para R$ 0, 6432 o quilo (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA-IBGE, 2009).
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Atualmente é produzido cerca de 700 quilos da matéria-prima por hectare
plantado, mas o potencial de produtividade € 20 vezes maior, podendo chegar até 15
mil quilos por hectare (IBGE, 2009).

2.1.4 Torta de mamona como adubo organico

A adicao de torta de mamona no solo, com dosagens variando de acordo com a
cultura e o tipo de solo e da riqueza de nutrientes, além de suprir as necessidades
nutricionais das plantas, promove a elevagao do pH, reduzindo a acidez total, eleva o
conteudo de carbono o0 que acaba por proporcionar um maior poder tampao e o
aumento na capacidade de troca de cations do solo (PRIMAVESI, 1980). Também
foram encontradas melhorias gerais nas condi¢des fisicas do solo, como a reducéo da
densidade aparente do ambiente edafico em todos os tipos de solos (KIEHL, 1979), o
que interfere positivamente no crescimento e no desenvolvimento radicular, devido a
melhor porosidade do solo, com mais rapida renovacao do oxigénio, além de reduzir os
nematdides (LEAR, 1959).

A torta de mamona como condicionante do solo e melhoradora da estrutura do
mesmo, ou seja, da bioestrutura, € melhor do que as demais tortas, devido a riqueza
em fibra (ASSIS et al., 1962), pois é este material que ao ser processado por bactérias
aer6bicas como Cytophaga e Sporocytophaga que produzem a cola bacteriana,
elemento fundamental para a formagdo dos grumos e a consequlente estabilidade dos
agregados nos solos tropicais.

Para cada tonelada de semente de mamona processada, sdo gerados 620 kg de
casca (SEVERINO et al., 2005) e 530 kg de torta de mamona (SEVERINO, 2005).
Como a produgéo brasileira de mamona foi de 270 mil toneladas em 2007, estima-se
que tenham sido produzidas aproximadamente 130 mil t de cascas e 111 mil t de torta.
Tradicionalmente, estes dois produtos tém sido utilizados como adubo orgénico, sendo
a torta comercializada por conter alto teor de nitrogénio e as cascas apenas levadas de
volta para dentro da lavoura, aproveitada na propria fazenda ou aplicadas em culturas
de feijao.
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2.1.5 Estoque de C e N e a comunidade de microrganismos no solo

Os estoques de C e N contidos nos solos sob vegetacdo nativa sofrem
modificagdes quando esses sistemas sao convertidos ao uso agricola. Dependendo do
sistema de manejo do solo empregado o0s estoques podem permanecer iguais,
aumentar ou diminuir em relacao ao sistema natural.

O solo é um sistema biolégico dindmico e complexo, no qual diferentes
organismos desempenham papéis fundamentais para a manutencdo e a sobrevivéncia
de comunidades vegetais e animais nos ecossistemas terrestres. Tais papéis sao
desempenhados por fungdes que incluem: a mineralizagdo da matéria organica,
ciclagem de nutrientes e energia (O'DONNELL et al. 2000), fixagdo do nitrogénio
atmosférico (MELO; AZEVEDO, 1998), decomposicdo de xenobibticos (MELO;
AZEVEDO, 1998; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), e producao de compostos complexos
responsaveis pela agregacdo de particulas do solo com melhoria de sua estrutura
(DODD et al., 2000), além do controle biol6gico de pragas e doencas.

A diversidade microbiana caracteriza-se pelo nimero de diferentes espécies de
fungos e bactérias e sua relativa abundéancia na microflora do solo (ALTIERI, 1999). A
diversidade funcional da microbiota do solo é determinada pela diversidade genética, e
esta pode ser utilizada como indicador da qualidade dos solos (LAMBAIS et al., 2005),
permitindo o entendimento da complexidade da ligagdo entre diversidade microbiana e
suas funcdes no solo e a compreensao das relagdes entre diversidade genética e a
estrutura de comunidades (NANNIPIERI et al., 2003).

Portanto, é de extrema importancia o conhecimento de uma estrutura de
comunidade de microrganismos, pois conhecendo seus mecanismos de
desenvolvimento torna-se possivel estabelecer atributos fisico-quimicos ao solo em

questao.

2.1.6 Fixacao biolégica de nitrogénio e microrganismos diazotréficos

O nitrogénio é um elemento quimico presente abundantemente na atmosfera na
forma de N, porém, a maioria dos seres vivos nao consegue incorpora-lo nesta forma a

esqueletos de carbono. Apenas uma pequena parcela de procariotos é capaz de reduzir
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o N2 para a forma combinada NHs, que pode entao tornar-se disponivel para plantas e
outros organismos. Estes microrganismos sédo bactérias, conhecidos como fixadores de
N> ou diazotréficos e o processo é denominado como fixagdo biolégica do nitrogénio
(FBN) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; REIS; TEIXEIRA, 2005). O N, atmosférico
também pode ser fixado naturalmente mediante descargas elétricas na atmosfera, e de
forma artificial por meio de processos industriais utilizados para a producédo de
fertilizantes. No entanto, o processo biolégico contribui com a maior parte do nitrogénio
fixado atualmente no planeta, cerca de 65% do total (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A maioria das espécies de bactérias fixadoras de N, é de vida livre, ocorrendo
em todos os tipos de solo, na rizosfera e filosfera de plantas, em aguas doces e
salgadas e no trato intestinal de certos animais. Alguns fixadores sdo encontrados em
simbiose com varias espécies vegetais, enquanto outros estabelecem relacées menos
especializadas com plantas, sendo denominados de associativos. Algumas bactérias
diazotroficas podem, além de colonizar abundantemente a rizosfera, ocorrer
endofiticamente, ou seja, invadir o cértex e colonizar tecidos internos em diversas
espécies vegetais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Baldani et al. (1997) propuseram a
distincdo em enddfito facultativo e obrigatério para diferenciar, respectivamente,
bactérias capazes de sobreviver no solo e estabelecer-se nas raizes daquelas com
baixa capacidade de sobreviver no solo e capazes de colonizar raizes e parte aérea.

Portanto, é de extrema importancia conhecer a ciclagem de nutrientes, isolar e
identificar os microrganismos responsaveis pela fixagdo biolégica do nitrogénio,
incentivar o aumento no numero de pesquisas relacionadas a este tema e compartilhar

resultados com demais departamentos.
2.1.7 Nitrogenase

A enzima que catalisa o processo de reducdo do N, atmosférico a NH; é
denominada nitrogenase. Atualmente, sdo conhecidos trés tipos de nitrogenase:
nitrogenase-1, que possui molibdénio (Mo) e ferro (Fe); nitrogenase-2, em que o
vanadio (V) substitui o Mo; e nitrogenase-3, que sé tem Fe (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006; REIS; TEIXEIRA, 2005).
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A nitrogenase é uma enzima extremamente versétil, pois, além do N, catalisa a
redugdo de varios outros substratos, entre eles o acetileno (CoH,). A atividade de
reducdo do acetileno para etileno (C2H4) tem particular importancia nos estudos de
sistemas fixadores de N,. A técnica, que utiliza cromatografia gasosa para medir o
etileno, é bastante sensivel, relativamente rdpida, de baixo custo e facil conducéo,
podendo ser utilizada em estudos qualitativos para detectar a presenca da enzima e,
consequentemente, de um organismo fixador (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; BURRIS,
1972).

A fisiologia dos microrganismos diazotréficos € marcada pelas propriedades
inerentes da nitrogenase que sao: alta sensibilidade ao oxigénio; necessidade dos
metais Fe, Mo ou V, seus componentes estruturais; suprimento adequado de poder
redutor; MgATP para sua atividade; e ambiente em que o N combinado n&do esteja
disponivel (REIS; TEIXEIRA, 2005).

Para conciliar o processo de fixagdo de N, estritamente anaerdbio, e seu
metabolismo, os diazotréficos aerdbios desenvolveram varios mecanismos para
proteger o sitio de acdo da nitrogenase da interferéncia do O, (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Entretanto, algumas espécies de diazotréficos aerébios, como Azospirillum spp.
e Herbaspirillum spp., nao apresentam mecanismos de protecdo contra o O, e por isso
sdo microaerofilicos quando fixam Nz. Em meios de cultivo sem adicdo de N, com
consisténcia semi-solida, estas bactérias ocupam sitios onde a concentragédo de O, €
baixa, sendo suficiente para sua respiracdo, sem excessos que possam afetar a
nitrogenase. Nessa faixa, formam-se peliculas que movem-se em direcdo a superficie,
conforme as células se multiplicam atingindo numero suficientemente elevado para
escoar o O, excessivo que se acumula em volta das mesmas, ativando assim a
nitrogenase (DOBEREINER et al., 1995; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Esta descoberta
revolucionou e ampliou as pesquisas sobre todos os aspectos da fixagdo bioldgica do
nitrogénio nas associagdes entre diazotroficos e plantas ndo leguminosas (BALDANI et
al. 1997).
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2.1.8 Estudo da diversidade de diazotroficos

A fixagao biolégica de N, € mediada por uma parcela de procariotos que, apesar
de relativamente pequena, apresenta alta diversidade morfoldgica, fisiolégica, genética
e filogenética (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O conceito de diversidade de espécies
esta relacionado com a identidade e distribuicdo das mesmas em uma dada regido ou
habitat (COLEMAN; WHITMAN, 2003).

O estudo de diversidade de procariotos € extremamente complexo, visto que a
definicdo de espécie para estes organismos é uma questdo ainda em aberto. A medida
que novas tecnologias vao surgindo, os estudos vao progredindo, abrangendo
novidades e, consequentemente, as teorias vao se modificando e aperfeicoando
(GEVERS et al. 2005).

Atualmente, uma espécie procariotica é considerada como um grupo de estirpes,
incluindo a estirpe-padrao, que é caracterizado por certo grau de consisténcia
fenotipica, apresentando 70% ou mais de homologia DNA-DNA e mais de 95% de
similaridade entre sequéncias do gene 16S rRNA. Neste contexto, destaca-se a
importancia da taxonomia polifasica, que tem como objetivo integrar diferentes tipos de
dados e informagdes fenotipicas, genéticas e filogenéticas sobre os microrganismos e
essencialmente indicar uma taxonomia de consenso (GEVERS et al. 2005).

Com o avanco da Biologia Molecular, tornou-se possivel identificar bactérias no
solo e em plantas sem a necessidade de isola-las. Para isso, ap0s a extragdo do DNA
total, sdo empregados iniciadores para amplificacdo especifica dos genes 16S rRNA
(genes nifH) bacterianos por PCR (WEISBURG, 1991) e o DNA amplificado, passa pela
técnica do DGGE obtendo entdo informacdes a respeito da estrutura da comunidade

diazotrofica envolvida e que posteriormente, poderédo ser sequiienciadas.
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3 Material e Métodos

As etapas metodolégicas da coleta das amostras de solo e folhas foram
realizadas no estado da Bahia em maio de 2008 e fevereiro de 2009, no municipio de
Irecé, localizado no centro-norte baiano a 11°18' 14” S e 41° 51' 21”0, com érea total
de 17.379,725 km=.

A economia do municipio e regido é baseada na producdo agricola de
policultura, dando-se destaque além da produgdo de manona e feijao, a produgao de
cebola, tomate, beterraba, cenoura, pinha (que também tem grande destaque na
regiao). Baseia-se também a economia na pecuaria e no comércio local, que comega a
se desvincular da producao agricola, tornando-se logo auto-suficiente. O municipio &
considerado um dos primeiros produtores de feijao do nordeste, e o segundo do Pais.

No estado da Bahia as culturas de mamona utilizadas no plantio sdo: BR-
Nordestina e BR-Paraguacu. Estas espécies sao mais resistentes a pragas e doencas e
produzem maior quantidade de 6leo. Geralmente, a mamona € cultivada em consorcio
com a cultura do feijao ou de milho e ap6s 1 ano ocorre a poda manual dos cachos de
mamona € no més seguinte ocorre a sua rebrota, no intuito de aumentar a
produtividade. Os espacamentos para cultivo da mamona sao: 2 metros entre plantas e
4,5-6,0 m entre linhas.

Apés as colheitas dos cachos, as etapas de extracdo do éleo sdo administradas
pelas cooperativas locais.

Na cooperativa a produgéo de 6leo e do produto torta de mamona, € originada da
moagem das cascas e dos frutos. Estes sdo utilizados como adubo orgénico e sao

revendidos para outros produtores aplicarem em culturas como do café, soja, milho, etc.

3.1 Coletas das amostras de terra

Na Fazenda Floresta, local domiciliar escolhido para este estudo, a cultura da
mamona é conduzida sob sistema de producao familiar, com preparo do solo e sem uso
de adubacdao ou outros insumos agricolas. As primeiras areas de caatinga foram
abertas em 1960 para plantio de milho e mamona. As areas selecionadas para este

estudo foram:
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l. Caatinga: area sob vegetacdo nativa que foi escolhida como ponto de
referéncia para a regiao (Figura 1);

Il. Area IR60 ou mamona-50 anos: aberta em 1960, sempre utilizando consércio
com as culturas de milho e mamona (Figura 2);

[1. Area IR80 ou mamona 20 anos: implantada em 1988, ausente de consoércios.
(Figura 3);

V. Area IR90 ou mamona 10 anos: implantada em 1998, ausente de consoércios.
(Figura 4).

Figura 1- Area de caatinga localizada em Irecé (BA)



Figura 2- Area implantada em 1960 em Irecé (BA)

Figura 3- Area implantada em 1988 em Irecé (BA)
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Figura 4- Area implantada em 1998 em Irecé (BA)

3.2 Quantificacoes dos estoques de carbono e nitrogénio do solo

As coletas foram realizadas em solos de mamona com idades de 10, 20 e 50
anos de cultivo, além de uma testemunha que se refere a caatinga (floresta da regido).

As amostragens do solo foram feitas em cinco trincheiras, sendo uma trincheira
de um metro de profundidade no meio, cercada de quatro outras com 30 centimetros.
Em todas as trincheiras e profundidades foram coletadas amostras indeformadas pelo
método do anel volumétrico (5 x 5cm) para determinacao da densidade do solo. As
disposicdes das trincheiras estdo destacadas na Figura 5.

-1, |0-5, 5-10, 10-
. . 20, 20-30 cm

100 m ! , |05, 5-10, 10-20,
- 20-30, 30-40, 40-
50, 50-60, 70-80,

. - 90-100 cm

100 m

Figura 5- Método de coleta de solos para analises de C e N total.
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Ao realizar as coletas das amostras de solo, estas foram devidamente
etiquetadas e levadas ao laboratério de Biogeoquimica Ambiental-CENA/USP, em
Piracicaba-SP.

As amostras de terra foram secas ao ar, destorroadas manualmente e
peneiradas a 2 mm para posterior andlise. Estas foram moidas e passadas em peneiras
de 100 mesh.

Os estoques de carbono de cada camada (Mg ha™) foram determinados pela
associacdo da concentragdo de carbono (%) a respectiva densidade (g cm™). O teor de
carbono total das amostras foi determinado por espectroscopia no infravermelho
proximo em equipamento Antaris MDS FT-NIR. Apds as andlises, utilizando-se o
equipamento Antaris, um subconjunto de amostras definido pelo programa para o
processo de calibracdo foi também determinado por combustdo a seco em
equipamento LECO CN-2000.

Assim, os estoques de C e N foram calculados a partir dos teores de C ou N com
a densidade do solo para cada camada amostrada (Equacédo 1) (NEILL et al., 1997;
BERNOUX et al., 1998).

E=dxhx(CouN) (Eq. 1)

Sendo:

E = estoque de carbono ou nitrogénio total do solo (Mg ha™);
d = densidade aparente do solo;

h = espessura da camada amostrada;

C ou N = teor de carbono ou nitrogénio total do solo

3.3 C e N do solo pela parte aérea do vegetal

A parte aérea das plantas de mamona que se deposita no solo refere-se apenas
as suas folhas, uma vez que os cachos ou demais residuos nao sao depositados no
solo, sendo feita a sua retirada mensalmente pelos produtores da fazenda escolhida
para o estudo das amostragens.

Portanto, para calcular a entrada de C e N pela parte aérea, foi realizado um

experimento no tratamento com 50 anos. Nesta area foram instalados sombrites sobre
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o solo (5 repeticoes) (Figura 6), entre os pés de mamona num espaco de
aproximadamente 3 m?, no intuito de realizar a coleta e obter a pesagem total das
folhas de mamona mensalmente de margo a maio de 2009 que corresponde ao periodo
méaximo de maturagcdo da mamona, podendo haver quedas em suas folhagens.

As folhas de mamona foram trazidas para o Laboratério de Biogeoquimica
Ambiental, lavadas em agua deionizada, secas na estufa a 60°C por 72 horas com
circulagcdo de ar e moidas no moinho MA-340. Apés este preparo, as amostras moidas
tiveram seu seus teores de C e N determinados pelo LECO CN-2000.

Assim, pode-se obter o valor dos estoques de C e N destes residuos culturais
multiplicando o valor dos estoques de C ou N pelo valor das respectivas massas secas
obtidas.

3.4 Metodologia para a emissao de gases do efeito estufa

Para a avaliacdo da emissdo dos gases CO. e N.O em funcao da atividade
respiratoria microbiana na torta (farelo) de mamona, foi instalado um experimento, em
condi¢cdes ambientais controladas (incubagao em laboratério). O produto foi coletado na
empresa A. Azevedo Industrias e Comércio de Oleos LTDA, situada na cidade de Sao
Paulo, que comporta as mesmas espécies de mamona utilizadas na Regido de Irecé-
BA, que consiste no cultivar BRS Nordestina e BRS Paraguagu. As incubacdes foram
realizadas utilizando 3 tratamentos, sendo 50 g do mesmo solo coletado em Irecé-BA
(solo), servindo como testemunha, 0,2 gramas de farelo de mamona misturados a este
solo (solo com farelo), que ira simular a aplicacao do farelo ao solo e apenas 0,2 g de
farelo de mamona (farelo) para obter a diferenga entre solos com farelo e apenas farelo.
Todos esses tratamentos foram condicionados em recipiente de vidro (800 mL),
hermeticamente fechado com tampa e com um béquer com 20 mL de 4gua para manter
a umidade durante o periodo de incubagao.

Os frascos foram abertos quando a concentragdo de CO, atingiu 40.000 ppm,
pois até esse valor pode-se garantir que a respiracao heterotréfica da microbiota do
solo nao seja inibida (PAUL, CLARCK, 1989). A temperatura de incubacéo foi de 25°C,
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e a umidade do solo de 60% da capacidade de campo (cc), com 5 repeticées para cada
tratamento.

AplGs 48 horas de incubagdo em estufa regulada a 25°C as amostras foram
retiradas e com seringas BD de 20 mL retirou-se o gas do interior dos frascos e em
seguida analisaram-se os gases CO. e N>O no cromatdgrafo Shimadzu SRI-8610.

Foram realizadas 5 analises das quais as 3 primeiras ficaram incubadas por 48
horas e as 2 ultimas incubadas por 120 horas. Apds as andlises os resultados foram
tabulados em cima da média do somatério total dos gases dos 5 dias de analises,

incluindo o desvio padréo.

3.5 Avaliacao fisico-quimica do solo da Fazenda Floresta-lrecé-BA

Apds terem sido peneiradas a 2 mm, as amostras de solo das areas cultivadas
com mamona foram caracterizadas fisico-quimicamente para avaliar a densidade, o pH,
e textura do solo em funcéo da quantidade de silte , areia e argila.

Anélise de pH em H,O e KCI (1 mol L), seguindo a metodologia proposta por
Anderson e Ingram (1989).

A densidade do solo foi realizada em laboratério nas camadas de 0 até 30 cm
com auxilio de um cilindro de aco inox (5x5 cm) e, ap6s obter a massa e retirado uma
aliquota de 5 gramas para umidade gravimétrica, obteve-se a densidade aparente do
solo segundo (BLAKE; HARTGE, 1986). Tendo o peso seco das amostras e o volume
do cilindro conhecido (99,4 cm™®), usando a relagdo massa por volume, calculou-se o
valor da densidade aparente do solo.

A capacidade de campo das amostras de solo foi determinada ap6s a adi¢ao de
30 gramas de solo (TFSA, tamisadas em peneira de 2 mm) em um funil de plastico com
10 cm de diametro, vedado com l|a de vidro para evitar perda do material.
Posteriormente as amostras de solo foram saturadas com agua deionizada e os funis
foram cobertos com filme plastico para minimizar perdas de agua por evaporagao e
assim permaneceram por 6 horas para drenagem do excesso de agua. Em seguida
cerca de 5 gramas de solo foram secas em estufa de 1052 C até obter massa
constante. A capacidade de campo foi determinada utilizando a equagéao 2.

C.C=P1-P2/P2 Eq. 2
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Onde C.C= capacidade de campo, P1= peso da amostra de solo umida (g), P2=
peso da amostra de solo seca (g).

Para determinar a textura do solo nos diferentes tratamentos de mamona, pelo
método do ultra-som (GEE; BAUDER, 1986) utilizou-se uma peneira de malha fina de

53 um (SIX, 1996), podendo-se separar as fragcdes de silte, argila e areia.

3.6 Analises microbioldgicas do solo

Para as demais analises microbiolégicas foi realizada a coleta de solos nos
seguintes tratamentos:

A- Mamona consorciada com milho- Refere-se ao mesmo tratamento de
mamona (50 anos) da primeira coleta.

B- Mamona pura ou sem consorcio— Refere-se ao tratamento de mamona 10
anos da primeira coleta.

C- Caatinga — Servira como referéncia (testemunha), sendo a mesma da
primeira coleta.

3.7 Analise da estrutura das comunidades de diazotroficos

Tendo em vista as analises microbiolégicas do solo, foram coletadas as terras
desses 3 tratamentos, com profundidade de 20 cm, utilizando tradagem. As amostras
de terra foram coletadas préximas aos pés de mamona no tratamento de mamona-50
anos, mamona-10 anos e nos solos da caatinga. Em todos os tratamentos foram
coletadas 5 repetigdes entre 5 linhas, gerando 5 repeticbes que, por seguinte, geraram
uma amostra composta entre cada linha. Nos solos da caatinga os 5 pontos foram
aleatérios sem amostra composta. No total, foram obtidas 15 amostras de solo. Apés a
coleta, os solos foram lacrados em sacos de plasticos, identificados e posteriormente
congelados em freezer a -10° C no Laboratério de Microbiologia do Solo -
Departamento de Ciéncias do Solo - ESALQ/USP.
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3.8 Extracao do DNA total do solo

Para a extracdo do DNA do solo utilizou-se o Kit UlraClean Soil DNA Isolation
(MoBio Laboratories, Carlsbad, CA). Brevemente, foram utilizados 0,25 g de solo
adicionado em microtubos contendo granada finamente moida e as células foram
lisadas por agitagdo horizontal a 4 ms™ por 5 segundos. Apds a lise celular, o DNA total
do solo foi extraido de acordo com as instrugées do fabricante. O DNA purificado foi
recolhido em um tubo e sua quantificagao feita por comparagdo com padrdao de massa,
apoés eletroforese em gel de agarose 1,0% - 0,5 x TBE (1 x TBE: 44 mM de Tris-borato
e 1 mM de EDTA pH 8,0), utilizando-se um densitdmetro laser Fluorimage (Amersham
Biosciences) e o programa Fragment Analysis (Amersham Biosciences). Como padrao
de tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o marcador de massa DNA Mass Ladder
(Invitrogen).

3.9 PCR

Os procedimentos para a conducao do Nested PCR para amplificar fragmentos
do gene nifH de comunidades de diazotréficas do solo baseiam-se no protocolo
proposto Demba Diallo et al. (2004). Para amplificagéo inicial do gene nifH, utilizaram-
se os primers FGPH19 (5-TAC GGC AAR GGT GGN ATH G-3’) (SIMONET et al.,
1991) e POLR (5’-ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA-3’) (POLY et al., 2001), gerando
um produto de 429 pb. A segunda amplificacao foi feita utilizando os primers POLF-GC
(5’-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CcCG cece ccG cecec CcTG CGA
YCC SAA RGC BGA CTC-3’) (POLY et al., 2001) contendo um grampo GC e AQER (5'-
GAC GAT GTA GAT YTC CTG-3) (POLY et al., 2001), produzindo um produto de 320
bp (incluindo a seqiéncia grampo GC).

A amplificacédo foi feita em solugcado contendo, aproximadamente 50-100 ng de
DNA, 2,5 uL de tampéao para PCR 10 x, 0,2 mM de dNTP, 1,5 mM MgCl,, 0,2 uM de
cada primer, 1,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), agua Milli-Q esterilizada para
um volume final de 25 pL. Para a segunda amplificacéo, 1 pL dos amplicons resultantes
da primeira amplificacdo foram utilizados como moldes. A amplificacao foi realizada em
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termociclador (Mastercycler Gradiente Eppendorf), nas seguintes condi¢des: 30 ciclos
consistindo de desnaturacdo a 95° C por 1 minuto, anelamento por 1 minuto a 55° C
para a primeira PCR e a 48° C para a segunda PCR, extensdo a 72° C por 2 minutos e
extensao final a 72° C por 5 minutos. Controles negativos (sem DNA) foram feitos em
todas as amplificagcdes. A quantificacdo dos resultantes foi feita por densitometria, apds
eletroforese em gel de agarose 1% (TBE 0,5 x — gel e tampao de corrida), utilizando-se
um densitdbmetro laser Fluorlimager (Amersham Biosciences) e o programa Fragment
Analysis (Amersham Biosciences). Como padrdo de tamanho e quantidade de DNA foi

utilizado o marcador de massa DNA Mass Ladder (Invitrogen).

3.10 DGGE

Para separagéao dos amplicons do gene nifH foi utilizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGE). Os géis de acrilamida:bisacrilamida
8 % (37,5:1, m:m), foram preparados com gradiente desnaturante variando de 20 a 70
%, utilizando-se uma solucao desnaturante 100 %, contendo 7 M de uréia e 40 % de
formamida e uma solucdo 0 %, sem uréia e formamida (JVREAS et al., 1997). A
eletroforese foi realizada a 200 V e 60° C constantes, por 4 horas, em um sistema de
eletroforese vertical DCode (BioRad), utilizando solugdo tampéo de TAE 0,5 X (10 mM
Tris-acetato e 0,5 mM EDTA, pH 8,0). Apés a eletroforese, o gel foi imerso em uma
solugdo de 10 % de acido acético glacial por 15 minutos em agitador horizontal. Em
seguida, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada, imerso em solugao de metanol
50 % por 15 minutos, lavado trés vezes com agua destilada e imerso em solugéo de
SYBR-Green | (Molecular Probes) (1:10.000, v:v) durante 30 minutos, em agitador
horizontal, no escuro. Apés a coloragao, a imagem do gel foi capturada utilizando-se um
densitdmetro a laser Fluorimager (GE Healthcare) e o programa Fragment Analysis (GE

Healthcare).
3.11 Analise dos dados

A similaridade entre as estruturas de comunidades de diazotroficas foi
determinada com base na presenca ou auséncia de amplicons detectados apés DGGE.
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Os geéis foram analisados utilizando-se o programa Diversity Database para
determinagédo da riqueza de amplicons. O agrupamento hierarquico foi realizado por
meio do programa Systat 8.0, com base em matrizes de similaridade geradas pelo
método de concordancia simples (“simple matching”), utilizando-se o algoritmo de Ward
e a disténcia euclidiana como unidade de medida.

Com o objetivo de verificar a associagdo da variabilidade dos perfis de
bandeamento do gene nifH (para bactérias fixadoras de N.), procedeu-se uma analise
de escala multidimensional (Non-metric Multidimensional Scaling - NMDS). O principio
da anadlise passa por aproveitar os valores de similaridade entre as amostras para o
célculo de coordenadas num espacgo de ordenacao utilizando-se o programa WinKyst e
o coeficiente de similaridade de Jaccard. Subsequentemente uma andlise de
similaridade (ANOSIM) foi realizada para determinar diferengas estatisticas entre as

areas estudadas utilizando o mesmo programa.

3.12 Avaliacao da atividade da nitrogenase

Para comprovar a presenga da fixagao biolégica de nitrogénio foi realizada uma
metodologia que avalia a reducdo do acetileno a etileno (ARA), (DILWORTH, 1966;
SCHOLLHORN; BURRIS, 1967) mostrando a sensibilidade da enzima nitrogenase,
responsavel por esta redugcédo e com isso indicar a presenca ativa de diazotréficos.

Os solos utilizados foram 0s mesmos da coleta feita para analise microbiolégica
do solo descrita no item 3.6.2. Contudo, foram utilizadas 3 repeticoes de cada
tratamento, representado pela caatinga, mamona-50 anos e mamona-10 anos, além de
3 provas em branco que consiste na auséncia de solos. Estas amostras de solo, com
suas respectivas densidades calculadas, foram colocadas em recipiente de vidro 800
mL, hermeticamente lacrados e instantaneamente foi injetado gas acetileno na
propor¢cdo de 10 % do volume total. No mesmo momento foi retirada uma quantidade
de 10 mL de gas de cada frasco e analisado, correspondendo ao tempo inicial. Apdés 8
horas de incubacao a 25° C, amostras de gas foram retiradas dos frascos e todas elas,
incluindo as do tempo inicial foram analisadas em cromatégrafo a gas TRACE-Termo
analitica Science com coluna empacotada-POROPAK-N, quanto a formagao de etileno.
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3.13 Biomassa microbiana do solo

Para a quantificacdo de carbono e nitrogénio microbianos do solo via umida pelo
método da extragdo-fumigacédo-FE (VANCE et al. 1987), foram utilizados os solos da
caatinga (testemunha), de mamona pura (10 anos) e de mamona consorciada com
milho (50 anos). Para esta analise foram escolhidas 2 profundidades que se referem a
camada 0-10 e 10-20 cm. As amostras de solo tiveram um ajuste na umidade, na qual a
capacidade total de retengdo de agua (capacidade de campo) foi ajustada para 60 %.
As amostras de solo foram peneiradas e incubadas por 24 h a -0,03 MPa na presencga
de cloroférmio e respectivos controles e entdo extraidas com K,SO4 0,5 M e filtradas.
Os extratos foram analisados quanto ao teor de C orgéanico, sendo que a biomassa
microbiana é dada pela diferenga entre os valores obtidos nas amostras fumigadas e as
nao fumigadas (Equacéo 3), com fatores de correcdo de respectivamente kgc = 0.35
(SPARLING, 1992) para o C microbiano.

(CF — CI\T]

c Eqg. 3

BMS-C=

Onde:

BMS-C = carbono da biomassa microbiana do solo (mg kg™’ TFSA)
CF e CNF = carbono nas amostras fumigadas e nao fumigadas
KC = fator de corregéo (0,33)

O nitrogénio foi determinado pelo método da ninhydrina (JOERGENSEN e
BROOKES, 1990; JOERGENSEN, 1996). Usando-se pipeta automética foi adicionado
0,6 mL dos extratos de KoSO4 em tubos de ensaio de 20 mL, em seguida adicionado 1,4
mL de solugdo tampao &cido citrico. Em ambiente ventilado (capela) foi adicionado 1
mL de reagente de ninhydrina, e realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotébmetro a 570 nm. O método da FE pode ser aplicado a uma grande variedade
de solos, inclusive naqueles com baixo pH, alto teor de matéria organica fresca ou com

baixo teor de umidade.
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Foram feitas coletas dos solos em 5 linhas nos tratamentos de mamona 10 e 50
anos. Entre cada linha foram coletados 4 pontos que servirdo como repeticbes. As
amostras foram coletadas nos mesmos tratamentos citados no item anterior, utilizando
trado até 20 centimetros de profundidade e posteriormente foram lacradas em sacos
plasticos, armazenadas em camara fria e as etapas laboratoriais com a metodologia do
FE foram entdo realizadas no Laboratoério de Biogeoquimica Ambiental-CENA-USP em
Piracicaba. Esta analise auxiliard na interpretacdo de dados das emissdes dos gases
CO,, CH4 e N2O e nos estoques de C e N. O Caélculo de N, baseou-se na equacgao 4.

BMS-N = (NF B NNF )X \'Fexrralor x14 %100
Coef.absorb.

Eq 4
Onde:
BMS-N = nitrogénio da biomassa microbiana do solo (mg kg™ TFSA);
NF e NNF = nitrogénio nas amostras fumigadas e ndo fumigadas;
Vextrator = VOlume do extrator usado na digestao da amostras F e NF;
14 = peso molecular do nitrogénio;
Coef. Absorb.= valor médio da relagdo entre absorbéancia de cada padrao e a sua

concentragao.
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4 Resultados e discussao

4.1 Textura do solo

A textura do solo é colocada na Tabela 1 em funcdo do aporte de argila, silte e

areia. Em conjunto, uma relacao do pH também é mostrada.

Tabela 1 - Textura (%) e pH em agua no perfil de solo (0-30 cm) nas areas de estudo

de mamona
Tratamentos Camadas (cm)  Argila% Silte%  Areia% pH (4gua)
Mamona-50 anos 0-5 53 15 32 6.1
5-10 53 20 27 6.3
10-20 53 16 31 6
20-30 56 14 30 6.3
Médias 54 16 30 6.2
Mamona-20 anos 0-5 54 14 32 6.4
5-10 55 15 30 6.3
10-20 54 15 31 6.4
20-30 48 19 33 6.6
Médias 52 17 31 6.4
Mamona-10 anos 0-5 51 12 37 6.5
5-10 53 17 30 6.3
10-20 55 15 30 6.4
20-30 50 18 32 6.4
Médias 52 16 34 6.4
Caatinga 0-5 52 15 33 6,5
5-10 54 16 30 6.0
10-20 58 12 30 6.0
20-30 53 19 28 6.7
Médias 64 16 30 6.3

A textura ou granulometria refere-se a proporcao de argila, silte e areia do solo.
Dessas fragdes, a argila € a que possui maior superficie especifica de natureza coloidal
com alta retencao de cations e adsorcao de fosforo. A fracao argila representa a maior

parte da fase solida na maioria dos solos e € constituida de uma gama variada de



38

minerais (minerais de argila) que apresentam cargas elétricas negativas responsaveis
pela capacidade de troca de cétions (CTC).

Os valores do pH nao sofreram alteracGes estatisticas significativas entre os
tratamentos de mamona e na caatinga, estando préximos da neutralidade. Esses
valores sdo considerados como 6timos para o desenvolvimento de microrganismos,
como fungos e bactérias, podendo variar numa escala de 3 a 9 (MOREIRA; SIQUEIRA,
2002).

As porcentagens de argila superaram as de silte e areia em todos os
tratamentos, mostrando que trata-se de um solo de textura argilosa segundo
classificagdo da Embrapa (2007).

A textura do solo apresenta uma relacdo direta com a protecao fisica e quimica
da matéria organica do solo, portanto a sua determinacao torna-se importante para
verificar a homogeneidade entre as areas de estudo. Foi observado um aumento nos
teores de argila na area de caatinga em relacdo as demais areas deste estudo,
podendo exercer influéncias diretas na dindmica matéria orgéanica, visto que esta tende
a se acumular em solos com maior teor de argila (SCHULTEN; LEINWEBER, 2000;
ROSCOE; MACHADO, 2002).

4.2 Estoques de carbono no solo

Os estoques finais de carbono no solo nas profundidades principais (0-30 cm)
foram obtidos pela relagdo entre profundidade do solo, teor de carbono e densidade
relativa nos tratamentos de caatinga, mamona com 10, 20 e 50 anos de cultivo e estao
relacionados na Tabela 2.

Todos os valores, das densidades, teores de C e estoques de C ndo sofreram
variagcbes estatisticas entre os tratamentos de mamona, diferenciando apenas nos
valores da caatinga, devido ao maior aporte de matéria organica encontrado neste
tratamento e maiores valores de densidade.

De acordo com Streck et al., (2004) altos valores na densidade encontrada na

floresta nativa sao considerados aceitaveis em funcdo do nao revolvimento deste solo,
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da estabilidade de agregados e da quantidade de matéria organica na forma labil e pela

compactacgéao superficial do solo.

Tabela 2- Estoques de C em fungéo da densidade e do teor de C

Tratamentos Camada Densidade Teorde C Estoque de C
(cm) (g cm?) (9 kg’ (Mg ha')
Mamona 50 anos 0-5 1,17 a 1,50 a 8,75
5-10 1,18 a 1,50 a 8,86
10-20 1,22 a 1,44 a 17,52
20-30 1,12 a 1,19b 13,39
0-30 48,52 A
Mamona 20 anos 0-5 1,07 a 1,39 a 7,48
5-10 0,81 b 1,41 a 5,72
10-20 1,27 a 1,43 a 18,14
20-30 1,04 a 1,25b 12,90
0-30 44,24 A
Mamona 10 anos 0-5 0,99 b 1,53 a 7,60
5-10 1,28 a 1,51a 9,65
10-20 1,24 a 1,37 a 17,02
20-30 1,13 a 1,26 b 14,30
0-30 48,57 A
Caatinga 0-5 1,14 a 5,17 a 29,55
5-10 1,02 b 3,56 a 18,17
10-20 0,95b 2,62b 24,95
20-30 0,97 b 1,83b 17,71

Médias das colunas seguidas das mesmas letras, ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%

de probabilidade

Numericamente, os estoques de C na caatinga superam os demais tratamentos,

chegando ao valor absoluto de 90 Mg ha™, mostrados na figura 9.

Nos demais tratamentos 10, 20 e 50 anos de cultivo, ndo houve diferenga

significativa entre os estoques de carbono no solo chegando ao maior valor absoluto de

48 Mg ha™'. Estes valores sdo muito préximos aos citados por Rossato et al (2007) de

54 Mg ha™' em solos com cultivo de milho e 86 Mg ha™' na floresta nativa que se refere a

uma transicdo do cerrado para a caatinga na regido central da Bahia em solos que

também nao possuem insumos agricolas.
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Figura 9- Estoque de carbono no solo pelo tipo de cultivo de mamona

As camadas mais superficiais do solo sdo mais sensiveis as variacbes do
estoque de C, devido a acdo dos microrganismos na matéria organica do solo. Nas
camadas mais profundas o estoque de C contribui de forma mais estavel para o
acumulo deste elemento no solo, o que pode ser explicado pelo menor efeito dos
fatores climaticos, por fatores inerentes do residuo, e pela menor chance de
perturbacao do solo (OLIVEIRA, et al. 2008).

Pinheiro et al. (2007), trabalhando com estoques de C no solo com cana-de-
aclcar no semi arido nordestino, encontrou valores de 50 Mg ha™ nos tratamentos de
cana sem queima contra 100 Mg ha™ na floresta nativa, mostrando uma alta relagéo
com os estoques de C encontrados nos solos de mamona e da floresta nativa da
regido. Esse autor destaca também a importancia em termos de produtividade
agrondémica para solos com elevados teores de C.

Assis et al., (2006) sustenta que os teores de C tendem a diminuir com o cultivo
do solo quando comparado a mata nativa. Machado et al., (2003) salienta que os teores
de C superficiais tendem a diminuir, havendo pouca alteracdo em profundidades

maiores.
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Neves e Feller et al. (2004), mostraram que o estoque de C e N em solos nativos
de cerrado e caatinga também ausentes de adubagdo, diminuiam com o seu
revolvimento para introdugcao de pastagem, atribuindo valores mais baixos aos solos de
plantio convencional em relagdo aos de plantio direto.

Diversos autores tém demonstrado que a rotagdo envolvendo gramineas ou
espécies arbdéreas nao leguminosas e leguminosas fixadoras de N, tendem a
incrementar os estoques de C do solo em diferentes sistemas produtivos, devido a
maior estabilizacdo do C no solo proporcionado pelo N adicionado biologicamente
(RESH, 2002; SISTI et al., 2004).

Por ndo haver aplicacdo de insumos agricolas nos solos com tratamentos de
mamona, pode-se dizer que até o momento presente, houve estocagem de carbono no
solo, permanecendo em equilibrio, mostrando-se constante com o passar dos 50 anos
de plantio de mamona e com isso, subentende-se que um dos principais fatores
responsaveis por esta manutencao possa ser a agregacao do solo realizada pela acao
de microrganismos (fungos e bactérias) e substancias organicas proveniente das raizes
(KIEHL, 1979).

4.3 Estoques de nitrogénio no solo

Os estoques finais de nitrogénio no solo nas profundidades principais (0-30 cm)
foram obtidos pela relagdo entre profundidade do solo, teor de carbono e densidade
relativa nos tratamentos de caatinga, mamona com 10, 20 e 50 anos de cultivo e estao
relacionados na Tabela 3.

Os estoques de N ndo sofreram variagdes estatisticas entre os tratamentos de
mamona, diferenciando apenas nos valores da caatinga.

A presenga de gramineas, como o milho, em sistemas de culturas determina o
aporte de N ao sistema devido a fixacao bioldgica de N, realizada por estes vegetais, o
que aumenta a disponibilidade deste nutriente para o solo em consércio ou em
sucessao, favorecendo a producao de fitomassa e, por conseqiiéncia, maior aporte de
C e N ao solo (NELSON et al. 1982).
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Tabela 3- Estoques de N no solo em fungao da densidade e do teor de N

Tratamentos Camada Densidade Teorde N Estoque de N
(cm) (g cm™) (9 kg™ (Mg ha')
Mamona 50 anos 0-5 1,17 a 0,16 a 0,97 a
5-10 1,18 a 0,17 a 0,98 a
10-20 1,22 a 0,16 a 1,97 b
20-30 1,12 a 0,14 a 1,55b
0-30 5,48 a
Mamona 20 anos 0-5 1,07 a 0,17 a 0,90 a
5-10 0,81 b 0,17 a 0,69 a
10-20 1,27 a 0,17 a 2,20 c
20-30 1,04 a 0,16 a 1,67 b
0-30 5,47 a
Mamona 10 anos 0-5 0,99 b 0,19 a 0,93 a
5-10 1,28 a 0,18 a 1,13 a
10-20 1,24 a 0,17 a 2,05b
20-30 1,13 a 0,16 a 1,77 b
0-30 412 a
Caatinga 0-5 1,14 a 0,42b 2,42 ¢
5-10 1,02b 0,33b 1,66 b
10-20 0,95 b 0,34 b 2,24 c
20-30 0,97 b 0,35b 1,64 b
0-30 7,96 b

Médias das colunas seguidas das mesmas letras, ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%
de probabilidade

Com isso, obtém-se a figura 10, que representa determinados valores dos
estoques de N.

Os tratamentos de 10, 20 e 50 anos de cultivo de mamona chegaram ao valor
absoluto de 5,3 Mg ha™!, sendo superado pela caatinga que chega ao valor absoluto de
8 Mg ha™'. A auséncia de insumos agricolas e o tratamento ideal dos solos contribuem
para que o estoque de nitrogénio no solo se mantenha constante no decorrer dos 50
anos de cultivo.

Da mesma forma que os estoques de C no solo, Rossato et al (2007),
encontraram valores préximos para os estoques de N em seus solos com cultivo de

milho chegando a 6 Mg ha™ e 9 Mg ha™" na floresta nativa.
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Figura 10- Estoques de nitrogénio no solo pelo tempo de cultivo de mamona

Uma possivel explicacdo para a manutencao de N nos solos com cultivo de
mamona nos 50 anos decorridos seria a fixacdo bioldégica de N» por bactérias
diazotroficas nao simbidticas e queda e decomposicao das folhas mensalmente, desde
que estas permanecam nas entrelinhas durante todo o cultivo de mamona (SEVERINO,
2005).

PINHEIRO et al. (2007) também trabalhando com estoques de N no solo para
cana-de-aguicar no semi-arido, encontrou valores de 6 Mg ha™ nos tratamentos de cana
sem queima e de 9 Mg ha” na floresta nativa da regido para a camada de 30 cm.
Segundo este autor, considerando-se os sistemas de manejos e o clima da regiéo,
estes valores de estoques de N podem desempenhar um papel fundamental na
dinamica da MOS e na produtividade agricola.

Teixeira et al. (1994) e Lovato et al. (2004) também observaram boa relacao
entre o N adicionado ao solo pelos sistemas de culturas e a variacdo nos estoques e
que 50 % do N adicionado foi retido como N total em sistema plantio direto.

Contudo, maiores estoques de N-total em sistemas de culturas com gramineas
também foram observados por Bayer e Mielniczuk (1997), Lovato et al. (2004) e Diekow
et al. (2005). Semelhante ao que ocorre com a dindmica de acumulo de C-orgénico no
solo, o N-total € determinado pela relacao entre a taxa de adicao de N ao solo e a de
perda (DALAL e MAYER, 1986). Dessa forma, os maiores estoques de N nos sistemas

com gramineas ou algumas oleaginosas é devido a maior entrada de N no sistema
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solo-planta, o qual é proveniente da fixacdo biolégica de N, realizada por estes
vegetais.

Entretanto, para um acumulo de N no solo, ou sequestro de N-N,O, préaticas de
manejo como a retirada do uso de adubacao nitrogenada e o uso de leguminosas ou
gramineas em consorcio € de fundamental importancia para aumentar o conteudo de

MOS e mitigar gases de efeito estufa.

4.4 Relacao C: N

A maior relacdo C: N foi encontrada nos solos do perfil testemunha (caatinga),
devido ao maior aporte de matéria organica no solo. Os demais tratamentos
mantiveram seus estoques de carbono e nitrogénio constantes com o decorrer do
tempo, portanto a relacao C: N nao se alterou.

As pequenas variagdes nos estoques de C e N ocorrem preferencialmente na
camada superior do solo (0-10 cm). Porém, as camadas inferiores também representam
importantes reservatorios destes elementos. Dependendo do sistema de manejo do
solo, que afeta a distribui¢do radicular e a atividade da fauna do solo, as camadas mais
profundas funcionam como um dreno ou fonte de diéxido de carbono atmosférico.

A reducao da relacdo C: N com a profundidade é devido a diminuigdo da matéria
organica particulada (MOP), a qual possui maior relagdo C: N que a matéria organica
associada aos minerais (MOAM) (DIERKOW 2003). A MPO possui maior relagédo C: N
por ainda possuir muitas caracteristicas dos residuos das culturas utilizadas, enquanto
a MOAM é um material que pode ter sofrido tais transformacdes pela microbiota do

solo, o que diminuiu a sua relacéo C: N.

4.5 Massa seca, teores e estoques de C e N dos residuos culturais

Os valores dos teores de C e N obtidos e a massa seca, que se refere ao peso
das folhas de mamona apds a lavagem e secagem estdo agrupados na Tabela 4.
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Tabela 4- Valores de massa seca de folhas de mamona

Tratamentos Marco Abril Maio
Massa seca (mg ha™)
Mamona-1 10,2 a 8,6a 7,6b
Mamona-2 99a 8,7a 79b
Mamona-3 9,7a 9,0a 6,5b
Mamona-4 99a 8,3a 6,2 b
Mamona-5 10,0 a 8,0a 7,6b
Desvio 0,2 +0,4 +0,8
Média 9.9 8.5 7.2
Teores de C (g kg™
Mamona-1 306,45 a 245,34 b 178 ¢
Mamona-2 297,34 a 2224 b 177,65¢c
Mamona-3 287,12 a 265,43 b 166,49 ¢
Mamona-4 312,16 a 199,87 b 165,04 ¢
Mamona-5 325,78 a 229,67b 167,55 ¢
Desvio +14,6 24 +6,2
Média 305,77 232,54 170,34
Teores de N (g kg™)
Mamona-1 5,22 a 483b 3,03c¢c
Mamona-2 5,68 a 3,63b 3,00c
Mamona-3 592 a 418Db 3,56 b
Mamona-4 4,89 a 410b 3,76 b
Mamona-5 525a 400b 3,56 b
Desvio +04 +04 0,4
Média 5,39 415 3,38

Médias seguidas da mesma letra, mailscula na mesma coluna e miniscula na mesma linha nao diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Os valores da massa seca e dos teores de C e N ndo sofreram variacdes
estatisticas entre as repeti¢coes, contudo foram diminuindo até o terceiro més.

Esses valores correspondem a uma determinada época do ciclo da mamona
(inicio de margo a final de maio), onde ocorre crescimento de suas folhas e suas
respectivas perdas totais até meados do més de outubro, onde se realiza a poda da
mamona para futuro replantio. A pequena variacdo nestes resultados ao longo do
periodo amostrado pode ser explicada pelo fato de se tratar do mesmo residuo cultural
em todos os tratamentos. As médias dos tratamentos nas épocas amostradas nao

apresentaram diferenca estatistica.
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Em seguida, os estoques de C e N dos residuos culturais foram calculados em
funcdo dos valores da massa seca e dos teores de C e N obtidos, mostrados na Tabela
5.

Tabela 5- Estoques de C e N nos residuos de cultura de mamona

Tratamentos Marco Abril Maio
Estoque de C (kg ha™)
Mamona-1 3,13a 2,11b 1,35¢c
Mamona-2 2,94 a 1,93b 1,40c
Mamona-3 2,79 a 2,39b 1,08¢c
Mamona-4 3,09a 1,66b 1,02c
Mamona-5 3,26 a 1,84b 1,27¢
Desvio +0,2 0,3 +0,2
Média 3,04 1,99 1,23
Estoque de N (kg ha™)
Mamona-1 0,05a 0,04 a 0,02 a
Mamona-2 0,06 a 0,03 a 0,02 a
Mamona-3 0,06 a 0,04 a 0,02 a
Mamona-4 0,05a 0,03 a 0,02 a
Mamona-5 0,05a 0,03 a 0,03 a
Desvio +0,2 +0,3 +0,2
Média 0,054 0,035 0,024
Relacao C: N 56,8 56,2 51,0

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade

Os valores dos estoques de C e N das folhas de mamona nao sofreram
variagbes significativas entre as repeti¢cdes, diminuindo com o decorrer dos 3 meses
avaliados, mostrando uma alta relagcdo C:N, calculado por meio das médias dos
estoques de C e N, estando ausentes de diferengas estatisticas no decorrer dos meses
avaliados.

A adi¢do de quantidades elevadas de residuos com elevada relagdo C: N faz
com que 0s organismos quimiorganotréficos, que atuam na decomposicao da matéria
organica, se multipliguem gradativamente estocando e produzindo CO, em grande
quantidade (VICTORIA et al., 1992).

A quantidade de N no material vegetal determina a velocidade da sua
decomposi¢do. Muitos estudos tém mostrado que residuos de baixa relacdo C: N
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decompdem-se mais rapidamente que os de relacdo C: N alta. Portanto, pode-se inferir
como hipétese de que o fator “decomposicéo dos residuos culturais” referente as folhas
de mamona, nao estejam contribuindo com a manutengdo nos estoques de C e N nos
solos ja calculados. Esta manutengdo pode estar mais diretamente relacionada com a
fixacao biologica de N, realizada por bactérias diazotréficas ndo simbioticas, presentes
nos solos. Contudo, em paralelo a esta avaliagéo realizada nos residuos culturais, foi
feita uma analise do perfil da comunidade microbiana do solo de mamona através das
novas ferramentas da biologia molecular, o DGGE, para poder confirmar esta hipétese.
Cabe ressaltar que estudos com bactérias fixadoras de nitrogénio em solos com

mamona, particularmente na caatinga, sao raros, ausentes de referéncias bibliograficas.

4.6 Fluxos de gases do efeito estufa (GEE)

Foram utilizados no processo de incubacdo em laboratério os produtos

conhecidos como:

—Torta ou farelo de mamona (adubo organico);

—Solo de mamona misturado com farelo (simulagdo da adubacao nitrogenada);
—Solo de mamona (testemunha).

No intuito de avaliar a atividade respiratoria dos microrganismos associados com
a emissao de gases do efeito estufa, os dados foram obtidos e calculados baseando-se
na somatéria das médias das repeticoes.

O CO; é produzido essencialmente pela respiracao das raizes das plantas e pela
decomposi¢do da matéria organica promovida pela acdo dos microrganismos. No caso
de solos desprovidos de vegetacdo, a producao de CO, em seu interior é totalmente
relacionada a atividade microbiana, pela temperatura e pela umidade do solo, atributos
com grande variabilidade temporal e espacial, que guarda relacdo direta com as
condicdes climaticas e topogréaficas do local onde o gés esta sendo produzido (KANG et
al., 2000).

Os resultados das concentracdes respirométricas de C-CO, dos 3 produtos
analisados estao expressos na Figura 11.
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Figura 11- Acumulado nas taxas de emissdo de C-CO,em mg m™ de solo h™ nos 15 dias de incubacéo

O valor acumulado da emissdo de C-CO, para o tratamento de solo foi menor
quando comparado ao solo com farelo e apenas farelo, estabilizando-se na faixa de 50
mg m™ de solo h™ apés 15 dias de incubacéo.

Para o tratamento de solo a equacado do grafico que descreveu as taxas de
emissdes acumuladas de C-CO, foi y = 23,434 In (x) - 1,9188, com valor de r = 0,98
com diferencga significativa para os demais tratamentos, com p < 0,01.

Este fato descreve a menor atividade microbioldégica, no que se refere a
respiracdo, pelo fato desse tratamento conter menor teor de matéria organica
representada pelo farelo ou torta de mamona.

Para o tratamento de solo com farelo de mamona houve um maior crescimento
no acumulado da emissdo de C-CO,, quando comparado com os demais tratamentos,
chegando a 160 mg m™? de solo h' nos 15 dias de incubagdo, mostrando que néo
houve estabilidade até este periodo. Para este tratamento a equagéo do gréafico é de y
= 75,462 In (x) - 17,563, comr = 0,98 e p < 0,01.

Dessa forma, quando ha mistura do farelo de mamona (adubo orgénico) no solo,
os valores acumulados de C-CO, sdo maiores quando comparados ao solo sem
adubacao organica, mostrando que a respiracao heterotréfica da microbiota do solo tem
atividade respiratoria elevada nessas condi¢cdes (PAUL; CLARK, 1989), justificando a

maior emissao desse gas.
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Para o tratamento de farelo, cujos valores acumulados nas emissbées de C-CO,
foram superiores quando comparados ao tratamento de solo e inferiores quando
comparados aos valores de solo com farelo, chegando a 120 mg m™? de solo h™ com 15
dias de incubacgéao, valores semelhantes aos encontrados por Severino et al. (2004), de
140 mg m? de solo h™. Pode-se dizer que apds este periodo de incubagdo os valores
do tratamento de farelo também néo se estabilizaram. Para este tratamento a equacao
do gréfico é y = 50,502 In (x) - 5,5687 com r =0,98 € P < 0,01.

No que se refere a emissdo de GEE é de extrema importancia o conhecimento
das técnicas de manejo do solo e da utilizagdo de adubagdo nitrogenada que
influenciam na respiracdo dos microrganismos. Com relacdo a utilizacao de
biocombustivel, substituindo o diesel do petréleo, deve-se conhecer todas as etapas de
sua producao, visando a utilizacado de compostos nitrogenados a base de substancias
organicas, como é o caso do emprego do farelo de mamona na adubacédo dos solos
(ZAGONEL et al. 2001).

O NO é um importante gas de efeito estufa, resultante dos processos
microbiolégicos de nitrificacdo e desnitrificagdo que decorrem da adicao de fertilizantes
nitrogenados quando aplicados ao solo. Embora as emissdes de N>O provenientes do
cultivo de matérias-primas para a produgao de biocombustiveis ndo sejam elevadas, em
termos absolutos, o seu grande potencial de aquecimento global, 296 vezes superior ao
do CO., ressalta a importancia desse gas no balanco global das emissdes de gases de
efeito estufa (COSTA, 2009). A concentracdo atmosférica global de N,O aumentou de
um valor pré-industrial de cerca de 270 ppb para 319 ppb, em 2005, sendo que um
terco de todas as emissdes é antrdpica, devendo-se principalmente a agricultura. O
IPCC considera que cerca de 1 % de todo o nitrogénio aplicado na forma de fertilizantes
nitrogenados € perdido para a atmosfera como N.O (IPCC, 2008).

Os resultados das concentragbes respirométricas de N-N>O dos 3 produtos
analisados estao expressos na Figura 12.
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Figura 12- Acumulado nas taxas de emissdo de N-N,O em mg m de solo h™ nos 15 dias de incubacgao

O valor acumulado na taxa da emissdo de N-N.O para o tratamento de solo,
ausente de torta de mamona, ndo teve resultados significativos, mostrando que na
auséncia de adubo organico o solo ndo emitiu N-N2O significativamente quando
comparado aos demais tratamentos.

As emissodes de N>O predominam quando o contetdo de agua no solo é de 30%,
pois quando o contetudo de agua é inferior a 30% ocorrem preferencialmente emissdes
de NO e condigbes de alta umidade o N pode ser reduzido até N, (DRURY;
McKENNEY; FINDLAY, 1992).

Quanto ao tratamento de farelo (torta de mamona), as emissdées acumuladas no
periodo de incubacdo, demonstram que o adubo organico € responsavel pela alta
emissdo de N-N,O, préximo de 490 mg m? de solo h™'. O farelo de mamona chamado
de “adubo organico”, nutre o solo, pois sua matéria prima principal possui compostos
nitrogenados (SEVERINO, 2005). Para este tratamento a equagcdo que descreveu as
emissdes acumuladas foiy = 167,4 In (x) + 8,7943 com r = 0,97 e P<0,01.

No tratamento de solo com farelo as taxas nas emissdes foram maiores ainda,
aproximando ao valor de 600 mg m™? de solo h™ nos 15 dias de incubac&o.

A emissdao de N.O para a atmosfera depende tanto das concentracdes
disponiveis de NH4s" e NO3', quanto de fatores como temperatura, pH e umidade do solo
(LAL; KIMBLE; LEVINE; 1995). Assim, solos fertilizados com N sdo fontes de
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significativa contribuicdo para a emissao total de N.O (HARRISON, WEBB, 2001).
Embora seja uma adubagéo organica, o farelo de mamona contribui também para as
emissfes desse gas, porém muito inferior aos insumos agricolas e fertilizantes de
origem industrial (SEVERINO, 2005).

Contrastando-se o uso de fontes de matéria organica, como € o caso da torta de
mamona, com a adubagdo mineral, uma vantagem do uso destes residuos em relagao
a aplicagao de fertilizantes quimicos € a liberacdo gradual dos nutrientes a medida que
sdo demandados para o crescimento da planta. Todavia, se o0s nutrientes forem
imediatamente disponibilizados no solo, como ocorre com os fertilizantes quimicos,
podem ser perdidos por volatilizacdo (principalmente o nitrogénio), fixacao (fésforo) ou
lixiviagdo (principalmente o potassio). Por outro lado, a mineralizagdo de alguns
materiais organicos pode ser excessivamente lenta, fazendo com que os nutrientes nao
sejam disponibilizados em quantidade suficiente e o crescimento da planta seja limitado
por deficiéncia nutricional (MOREIRA E SIQUEIRA, 2006).

4.7 Biomassa microbiana no solo
4.7.1 Carbono da biomassa microbiana do solo

O C-microbiano do solo foi maior para o tratamento de caatinga, pois se refere a
floresta da regido, onde nao ha perturbagédo do solo, nem revolvimento do mesmo para
plantacdo de culturas, com isso a matéria organica, tanto na camada superior (0-10 cm)
quanto na camada mais inferior (10-20 cm) se preserva, favorecendo a BMS,
proporcionada pela auséncia de preparo do solo, diversidade floristica e favorecimento
da preservacao das hifas fungicas do solo (NOGUEIRA et al. 2000).

A reducdo da fracdo mais ativa da matéria organica do solo afeta diversas
funcbes no solo, como, por exemplo, a manutencdo da producédo de polissacarideos
fundamentais ao processo de agregacdao (GOLCHIN; BALDOCK; OADES, 1997).

Com isso, ha variacoes significativas na quantidade de C-organico, tendo valor
absoluto de 1200 kg ha” na camada 0-10 cm e 950 kg ha' na camada 10-20 cm
(Figura 13).
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Figura 13- Valores de C-microbiano em solos da caatinga, mamona pura (10 anos) e mamona
consorciada com milho (50 anos).

Os valores de C-microbiano para o tratamento de mamona pura (10 anos) nao
sofreram variagbes significativas entre as camadas 0-10 cm e 10-20 cm, chegando a
500 kg ha' e 480 kg ha™' respectivamente. Esse valor é inferior ao da caatinga e se
justifica pelo fato de ter ocorrido o preparo do para implantagcao da cultura de mamona,
havendo reducdo no grau de protecao fisica da matéria organica do solo (MOS),
acarretando no aumento da degradacdo dos agregados e decomposicdo das
substancias humicas consequentemente, diminuindo os estoques de C e N do solo e da
biomassa microbiana de carbono (MICHEL et al,1995).

Para o tratamento de mamona consorciada com milho (50 anos), ndo houve
diferenca significativa entre os valores de C-microbiano das camadas 0-10 e 10-20 cm,
porém esses valores sao inferiores quando comparado aos da caatinga e ausente de
diferencas estatisticas aos de mamona pura, chegando aos valores absolutos de 390
kg ha' e 350 kg ha' respectivamente nas camadas 0-10 e 10-20 cm. Este valor é
inferior ao Ca caatinga também por ter ocorrido um revolvimento na camada do solo
durante a plantacéo da cultura de mamona.

A BMS é a principal responsavel pela decomposi¢cdo dos residuos organicos,
pela ciclagem de nutrientes e pelo fluxo de energia dentro do solo, exercendo sua

influéncia tanto na transformagdo da matéria organica, quanto na estocagem de
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carbono e nutrientes minerais, ou seja, na liberacao e imobilizacdo de nutrientes nos
ecossistemas terrestres (FEIGL et al., 1998; JENKINSON; LADD, 1981).

Vale destacar que estudos nestes solos de caatinga sdo recentes e que a
biomassa microbiana pode estar ainda em adaptacao as condigdes do solo sob manejo.
Por fim, deve-se levar em consideragdo que apenas 15 a 30% da biomassa microbiana
do solo é ativa (MACDONALD, 1986) e que o restante dos microrganismos do solo
ocorre em formas latentes ou inativas, com baixa atividade metabdlica (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002), o que pode causar dificuldades adicionais na interpretacdo dos

resultados.

4.7.2 Nitrogénio da biomassa microbiana do solo

Os valores N-microbiano do solo foram significativamente menores do que os de
C-microbiano, conforme mostra a relagéo C: N na tabela no item posterior.

Nao houve diferenga significativa entre os valores de N-microbiano entre as
camadas de todos os tratamentos, respeitando os valores que foram maiores na

caatinga com 200 kg ha™' (Figura 14).
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Figura 14- Valores de N-microbiano nos solos da caatinga, mamona pura (10 anos) e mamona
consorciada com milho (50 anos).

No tratamento de mamona pura (10 anos), o valor chega a 90 kg ha™' na camada
0-10 cm, sendo superior ao da mamona consorciada com milho (50 anos) que foi de 18
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kg ha'. Da mesma forma que para o carbono, esse valor também ¢é inferior ao
encontrado na caatinga, pelo motivo da ocorréncia de um revolvimento na camada do
solo ocasionando uma perturbac¢ao na protecao fisica do mesmo.

Estes valores de N-microbiano também corroboram com os mostrados por Maia
(2008), que, trabalhando com solos de gramineas de sistema agropastoris do semi-
arido cearense encontrou valores variando entre 10 e 20 kg ha™.

Acredita-se que os menores valores de N-microbiano encontrados no tratamento
de mamona 50 anos devem-se a competicdo pelo N entre a comunidade microbiana e
as culturas de milho e de mamona. O milho, por ser planta de ciclo fotossintético Ca,
tem grande capacidade de imobilizacao deste elemento, com produgcédo de matéria seca
acima e abaixo da superficie do solo maior que a da mamona (VANCURA et al. 1973).

Além do aporte de residuos organicos em superficie, as gramineas promovem a
liberacao de exsudatos ricos em carboidratos e proteinas e que estdo mais disponiveis
para os microrganismos (SILVA; MIELNICZUK, 1997). Este fato pode ser explicado pela
alta relacao C: N das gramineas (representado pelo tratamento de mamona-consércio),
pois 0s microrganismos utilizam o carbono da palha do milho para a biossintese e,
como fonte de energia, eles acabam imobilizando o N mineral do solo, diminuindo a
disponibilidade para a mamona (AITA et al., 2001).

Quando comparados a solos bem preservados ou de vegetagdo natural, os
menores valores da BMS sdo normalmente encontrados em areas degradadas pela
mineragcdo ou florestas queimadas, seguidos por solos sujeitos a inundagéo, cultivo
intenso ou contaminacao com metais pesados (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

E importante ressaltar que a avaliagdo dos resultados de N-microbiano deve ser
criteriosa, uma vez que uma alta atividade biolégica pode ser resultado tanto de um
grande reservatério de C e N labeis, em que a decomposicao é intensa (por exemplo,
areas de vegetacado nativa), como da oxidacdo da MOS proveniente da quebra de
agregados pela agao antrépica, ou ainda, como resultado da adicdo momentanea de
residuos organicos. Assim, altos teores de N microbiano podem indicar tanto uma
situacdo de disturbio quanto uma alta produtividade do ecossistema (ISLAM; WEIL,
2000).
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4.7.3 Relacao C: N da biomassa microbiana no solo

A relacdo C: N nos tratamentos de caatinga e de mamona pura ndo sofreram

diferencas significativas, conforme mostra a Tabela 6.

Tabela 6- Relagdo C: N da biomassa microbiana dos solos da caatinga, mamona pura
(10 anos), mamona consorciada com milho (50 anos)

Tratamento Camada (cm) Relacao C: N
Caatinga 0-10 6,3
10-20 5,2
Mamona pura 0-10 5,2
10-20 5,9
Mamona consorciada com milho 0-10 20,9
10-20 20,3

Contudo, para mamona consorciada com milho, esse valor passa a ser
significativamente maior chegando a 20. Esse fato pode ser justificado pelo fato da
degradacgao do milho ser mais dificultada pela presenca de lignina (PANIKOV, 1999).

Além disto, a biomassa microbiana pode imobilizar, do inicio ao fim do ciclo do
milho, alta quantidade de N mineral oriundo do solo e do N aplicado, especialmente no
sistema semeadura direto (VARGAS et al., 2005). Desta forma, pode resultar em menor
acumulo de N na parte aérea do milho e, segundo Vargas et al. (2005), a biomassa
microbiana passa a atuar mais como agente de mineralizagdo do N organico do solo do
que como fonte de N potencialmente mineralizavel, ainda mais quando houver elevado
aporte de residuos com alta relacao C:N, conforme foi verificado nos tratamentos de
mamona.

Por fim, a biomassa microbiana é uma fracao significativa da MOS, normalmente
sugerida como indicador sensivel e precoce de mudangas na dinamica da MOS e seus
efeitos sobre atributos fisicos e quimicos, resultantes das diferentes formas de manejo e
uso do solo devem ser avaliados (DALAL, 1998; JOHNSON et al., 1991; LI; ALLEN;
WOLLUM Il, 2004). Dessa maneira, a BMS é um indicador eficaz de altera¢cdes no solo
por causas naturais e antropogénicas, antes mesmo da deteccdo significativa de

alteracdes nos teores do carbono e nitrogénio organico total.
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4.8 Avaliacao da atividade da nitrogenase

A atividade da nitrogenase foi avaliada indiretamente pela atividade de redugéo
do acetileno, segundo método descrito por Hardy et al. (1968). Este teste avalia a
atividade funcional da nitrogenase (enzima responsavel pela fixacao bioldgica de Ny) e
ao mesmo tempo comprova que as bactérias fixadoras ndo simbidticas existentes nos
solos com cultivo de mamona estdo em atividade permitindo, entdo, a estocagem de
nitrogénio estes solos.

O gene nifH codifica a Fe-proteina que faz parte do complexo nitrogenase, o qual
é responsavel pela fixagdo bioldgica do nitrogénio (TEIXEIRA, 1997), e esta presente
na maioria das bactérias diazotréficas.

A nitrogenase € a enzima responsavel pela reducdo de acetileno a etileno,
portanto, o valor obtido no periodo considerado de incubagao, expressa a quantidade
de etileno produzido a partir da injecao de acetileno 10 % e incubado num periodo de 8
horas. Os valores de ARA obtidos por hora estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7- Atividade da reducéo de acetileno (ARA) nos tratamentos de mamona.

Tratamentos Repeticoes ARA (nmol de CoHag ™" h7)
Mamona 50 anos 1 3,88 a
2 3,67 a
3 3,84 a
Média + DP 3,75+0,4
Mamona 10 anos 1 3,66 a
2 3,54 a
3 3,98 a
Média + DP 3,71+£0,2
Caatinga 1 3,52 a
2 3,33 a
3 3,23 a
Média + DP 3,30+£0,2

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Os valores de ARA obtidos ndo mostraram diferencas estatisticas entre os
tratamentos avaliados que por sua vez, sdo semelhantes aos encontrados por Zarea et
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al. (2009) de 4,2 nmol de Cz2H, g h™' em solos com plantio de milho. Uma classificagéo
feita por este mesmo autor indica que a produgcao de ARA varia entre 2 a 5 nmol de
C:Hsg ' h™' em solos com gramineas e oleaginosas. Esta faixa determinada de valores
¢ atribuida a presencga de bactérias fixadoras de N> ndo simbidticas.

Desta forma, pode-se perceber um resultado positivo para o ARA em todos os
tratamentos de mamona e com isso, comprovar a atividade funcional das diazotréficas
neste solo. No entanto, além da permanéncia efetiva, estas bactérias estdo executando
a fixacdo de N2 no solo e contribuindo para a estocagem deste elemento nos solos da

caatinga com cultura de mamona.

4.9 Estrutura da comunidade de diazotroficas
4.9.1 Analise do DGGE

A diversidade microbiana pode ser definida por diversas formas incluindo
critérios filogenéticos, metabdlicos e gendmicos (KELLER; ZENGLER, 2004). As
técnicas baseadas em biologia molecular, aplicadas neste estudo, permitiram detectar a
presenca das bactérias diazotréficas e conhecer o perfil da estrutura da comunidade
nos diferentes tratamentos em um curto periodo de tempo.

O gene nifH foi selecionado, pois esta presente na maioria dos sistemas
biolégicos capazes de fixar nitrogénio atmosférico, bem como apresenta regides
altamente conservadas entre a maioria das bactérias diazotroficas, no entanto, o banco
de dados dos genes que codificam a enzima nitrogenase vem crescendo nos ultimos
anos tornando-se um dos maiores bancos de dados nao ribossomais de organismos
néo cultivados (Zehr et al., 2003).

Andlises da diversidade de bactérias diazotréficas do solo, baseadas na
clonagem e no sequenciamento de genes nifH, tém obtido estimativas bastante
variaveis. Izquierdo; Nisslein (2006) utilizando sequéncias do gene nifH para estimar a
riqueza de espécies de bactérias diazotroficas no solo detectaram cerca de 20 a 21
espécies em um solo de floresta tropical, 20 espécies em um solo da regido da Tundra
Artica e de 11 a 12 espécies em um solo sob pastagem cultivada em clima temperado.

Portanto, estudos envolvendo o gene nifH em solos da caatinga sdo extremamente
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escassos, destacando-se a importancia de novas pesquisas com este genes nestas
regides.

Para este estudo, o DNA foi recuperado de todas as amostras de solo de
caatinga (testemunha), mamona com 50 anos de plantio e de mamona com 10 anos de
plantio. Todas as amostras de DNA (quatro repeticbes de cada tratamento) foram
amplificadas usando o protocolo Nested PCR descrito em material e métodos. Os
fragmentos do gene nifH de 320 pb foram entao separados por DGGE (Figura 15).

CAATINGA MAMONA-10 ANOS MAMONA-50 ANOS

12 3.4_*

2

Figura 15- Eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante, gerado por separacéo de
fragmentos do gene nifH amplificados de amostras de DNA de solo de caatinga, solo de
caatinga com 10 anos de plantio de mamona e solo de caatinga com 50 anos de plantio de
mamona

Apesar do perfil das repeticoes de cada tratamento ndo ter sido idéntico, ha

presenca de bandas caracteristicas entre as areas avaliadas. No entanto, deve-se
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salientar que trata-se de repeticbes realizadas em 4 pontos separados em cada
tratamento, denominadas de repeticées de campo.

A abordagem do DGGE nos estudos microbiolégicos permite que as
composicoes de espécies de bactérias amplificaveis revelem questdes importantes na
dindmica da comunidade, como a estabilidade das comunidades e as respostas as
mudangas sazonais nos principais ambientes estudados (PICENO, et al. 1999).

Com isso, pode-se obter a analise do agrupamento hierarquico, em funcéo da
presencga e da auséncia de bandas que é visualizada em forma de dendrograma (Figura
16).
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Figura 16- Agrupamento hierarquico com base na separagdo por DGGE de fragmentos do gene nifH de
amostras de solo em areas de caatinga (CAA), mamona 50 anos (M-50) e mamona 10 anos
(M-10). Os nimeros entre parénteses representam repeticées de campo de cada area

As amostras tenderam a um agrupamento em funcdo dos tratamentos. O
dendrograma indica dois grupos distintos. O primeiro grupo uniu amostras de caatinga
com amostras de mamona com 50 anos de plantio. O segundo grupo separou as quatro
repeticoes das amostras de mamona com 10 anos de plantio.

Esta unido dos grupos de mamona com 50 anos de plantio com a caatinga

mostrada no dendrograma pode ser justificada pela presenca de milho consorciado a
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cultura mais antiga de mamona diversificando com maior intensidade as espécies de
bactérias fixadoras de N neste tipo de solo. Outro fator pode ser a ocorréncia do
revolvimento do solo para implantagdo desta cultura ha um tempo maior do que na
cultura de mamona com 10 anos de cultivo. Nesta Ultima, ocorreram recentes
alteragdes na dinamica da MOS, uma vez que o revolvimento do solo influencia nas
populacdes de microrganismos (MARCHANT et al. 2002).

As informacdes sobre a diversidade de microrganismos do solo é escassa em
estudos envolvendo a caatinga. Os microrganismos presentes neste solo sao
fortemente influenciados por fatores fisicos e quimicos, como umidade do solo, matéria
organica, disponibilidade de nutrientes, acidez e temperatura (SUBBA, 2001). Em
ambientes aridos, a temperatura e umidade sdo fatores desfavoraveis para o
crescimento microbiano no solo e os microrganismos, principalmente bactérias, passam
a ser extremamente selecionados (SONNLEITNER 1993). Portanto estes atributos
podem justificar o agrupamento hierarquico da floresta nativa da regido (caatinga) com
os plantios mais antigos de mamona, podendo correlacionar o tempo de cultivo aliado
as condigdes edafoclimaticas com as diferencas encontradas na estrutura da
comunidade de diazotrdfica.

Em conjunto com o agrupamento hierarquico, foi possivel realizar uma andlise de
escala multidimensional (NMDS) com resultados baseados nos perfis de bandeamento
do gene nifH ap6s DGGE, de cada area sao apresentados na Figura 17.

A NMDS baseia-se na representacdo grafica das amostras comparando as
distancias entre elas com as suas respectivas (di) similaridades, e avaliando a relagao
entre essas medidas por meio da regressao linear. A confiabilidade da regressao é
dada pelo seu nivel de estresse. Para o presente trabalho o nivel de estresse aplicado
para bactérias fixadoras de nitrogénio € de 0,13, o que indica que a representacao
bidimensional é valida, porém nao totalmente nitida quanto as separagdes das areas,
com isso, uma clara separacao entre as areas de caatinga e de mamona com 50 anos
de plantio com a area de mamona com 10 anos de plantio pode ser observada como

também visto pelo agrupamento hierarquico.
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Figura 17- Andlise de escala multidimensional (NMDS) dos perfis de fragmentos do gene nifH apés
DGGE, das areas de caatinga (CAA), mamona com plantio de 10 anos (M-10) e mamona com
plantio de 50 anos (M-50). Os numeros entre parénteses representam repeticdes dentro de
cada tratamento

De acordo com Poly et al. (2001), caracteristicas fisicas e quimicas do solo tais
como textura, carbono total e o conteudo de nitrogénio podem ser correlacionadas com
as diferencas na estrutura genética dos grupos de genes nifH. Tan et al. (2003) também
relataram que fatores ambientais como tipo de solo, idade de tratamentos e regime
hidrico sao fatores determinantes da estrutura da comunidade de diazotroficos.

Complementando a representagao grafica obtida pela NMDS uma ANOSIM foi
aplicada com o objetivo de discriminar as areas, testando as diferencas entre os valores
médios de similaridade entre amostras dentro de uma mesma area versus as diferencas
entre os valores médios de similaridade entre as areas avaliadas. Os resultados da
ANOSIM mostraram que as trés areas sao significativamente diferentes entre si (R
global = 0,521; P < 0,001), embora a representagdo grafica mostra certa similaridade
entre a area de caatinga e mamona 50 anos (Tabela 8). Interpretam-se os valores de
R>0,75 como indicativos de grupos bem separados; R>0,5 como grupos com
sobreposicdo, mas claramente diferenciados e R<0,25 como grupos pouco separados,
de acordo com o manual do programa Primer5 (CLARKE E GORLEY, 2001).
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Tabela 8- Resultado do teste Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de amplicons
do gene nifH de bactérias fixadoras de nitrogénio apdés DGGE, das areas de
caatinga (CAA), mamona com 10 anos de plantio (M-10) e mamona com 50
anos de plantio (M-50). (P<0,05).

Areas Teste Pairwise Nivel de significancia (%)
CAA, M-10 0,563 2,9
CAA, M-50 0,396 2,9
M-10, M-50 0,656 2,9

De acordo com o pareamento baseado nos perfis de amplicons do gene nifH e
na sua distribuicdo nos solos analisados, pode-se observar que houve variagado no perfil
da comunidade de bactérias fixadoras de N na caatinga e nos solos dos diferentes anos
de cultivo de mamona, demonstrando que cada tratamento possui a sua prépria
comunidade de bactérias diazotréficas. Contudo, a diferenga estatistica relatada entre
os tratamentos de mamona 10 anos e mamona 50 anos também pode ser explicada por
esta ultima apresentar consércio com milho, pressupondo-se que esta graminea
contenha diferentes espécies de bactérias, sendo necessario o seqlienciamento dos
amplicons separados no gel de DGGE para tais determinacées.

Segundo White et al. (1993) nas condi¢des de clima semi-arido, como a alta
temperatura, pluviosidade baixa e irregular, presenca de vegetacao especifica, alta
salinidade e baixa concentracdo de matéria organica no solo, as populacoes
microbianas sdo selecionadas e estimuladas sazonalmente de acordo com a estrutura
dos nichos ao longo dos anos. Portanto, deve-se considerar que estes fatores
influenciam no perfil das comunidades de diazotréficas, indicando uma alta
especificidade dos solos da caatinga.

De acordo com Piceno (1999) diferencgas relativamente alta nos padrdes e perfil
de amplicons revelariam alteragbes nas atividades funcionais da comunidade de
bactérias fixadoras, podendo estar ocorrendo algum tipo de desequilibrio populacional
entre os perfis avaliados. Isso poderia estar relacionado ao uso abusivo de fertilizantes
nitrogenados, da transformagédo do solo para introducao de pastos ou até mesmo pela
presenca de acidez excessiva no solo. De fato, estas condi¢des citadas nao podem ser
atribuidas aos cultivares de mamona que foram avaliados neste trabalho, pois estdo

ausentes de quaisquer insumos agricolas e apresentaram uma faixa neutra de pH.
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Todavia, o fator transformacdo do solo para implantacdo da cultura de mamona
ocorrida ha 50 anos pode ser considerado como explicacdo para diferenciar os solos
apenas no padrao hierarquico conforme ja mencionado.

Gorlach-Lira e Coutinho (2007), trabalhando com solos com plantio de milho no
semi-arido nordestino, encontraram uma grande variedade de espécies de bactérias
diazotroficas, exclusivamente bactérias Gram-positivas formadoras de esporos e alguns
actinomicetos. Segundo este autor, a versatilidade fisiologica desses grupos de
bactérias e a producao de esporos resistentes aos efeitos ambientais permitem que a
populacao sobreviva por grandes periodos de estresse hidrico, altas temperaturas e ao
ressecamento, mantendo as populacdes estaveis ao longo dos anos. Estes fatores
podem explicar a presenca ativa de diazotréficas no decorrer dos 50 anos de cultivo
com mamona, indicando alta especificidade destes microrganismos nestes solos.

A maioria dos trabalhos sobre o estudo de estrutura de comunidade de bactérias
diazotroficas no solo relata o potencial de fixacdo de N atmosférico realizado por
simbiose, principalmente pelo género Rhizobium e, grande parte dos autores inclui em
suas pesquisas o isolamento e posterior identificacdo dos microrganismos envolvidos
na fixagao biologica do N, (FREIRE et al. 2005). Estes estudos sobre FBN em solos do
semi-arido nordestino envolvem leguminosas como feijdo-caupi, algumas gramineas
como o milho, oleaginosas como algodao, coco, entre outras (HOLANDA, 2004).

Devido a comprovagcdo da FBN através da atividade da nitrogenase e
consequente manutencdo nos estoques de C e N nos solos de mamona do semi-arido
nordestino, abordados de forma pioneira neste trabalho, torna-se necessario a
realizacao de estudos mais aprofundados no bioma caatinga.

Portanto, a utilizagcdo desta e outras técnicas moleculares de isolamento,
sequenciamento e identificacdo de bactérias diazotréficas e demais microrganismos
abrem novos caminhos para pesquisas inovadoras nestas regidées, podendo promover o
aumento na produgao agricola, melhoria nas condigées fisico-quimica dos solos e até
mesmo a inclusao social dos pequenos agricultores.
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5 CONCLUSOES

Nos solos de caatinga, o aporte constante de matéria organica pela vegetagao
natural condiciona um estoque de C no solo na ordem de 90 Mg ha'. A mudanca de
uso do solo para o cultivo da mamona causou uma diminui¢do de cerca de 50% neste
teor, patamar este que permaneceu estavel por 50 anos. O nitrogénio total do sistema
nativo também foi reduzido na mesma propor¢do apos a introdugdo da cultura e, da
mesma forma, manteve-se constante por 50 anos, mesmo ndo havendo fertilizacao
quimica para repor o exportado pelos graos colhidos. A presenca de uma comunidade
de bactérias fixadoras de N foi comprovada através da amplificacao do gene nifH em
todas as amostras de solo e sua funcionalidade foi comprovada pela atividade da
enzima nitrogenase. Apesar do perfil da comunidade de bactérias fixadoras de N no
solo com 50 anos de cultivo de mamona ser similar ao do solo de caatinga, ha indicios
de que houve alteragdes e adaptacdes nesta comunidade ao longo do tempo. Esse fato
foi evidenciado pelo agrupamento diferenciado no perfil de bandas do gene nifH em
cada tratamento analisado.

A biomassa microbiana do solo seguiu a mesma tendéncia do estoque de C e N,
embora o N-microbiano do tratamento de mamona consorciada tenha se mostrado
aproximadamente 6 vezes menor do que na mamona sem consércio (10 anos),
indicando uma maior competicdo pelo N entre a comunidade microbiana e as culturas
de milho e de mamona.

O adubo organico conhecido como “torta de mamona”’, em condigdes de
incubacéo em laboratério, quando misturado ao solo, aumenta a emissao de CO; e N,O
em relacdo aos solos sem este produto. Aplicado em larga escala, trata-se de um
insumo que aumenta a emissdo de GEE, embora em quantidades inferiores ao dos
demais fertilizantes agricolas industriais.

Enfim, a escassez de informagdes sobre 0 uso do solo na caatinga evidencia a
necessidade de novas pesquisas visando o aumento na produtividade agricola que, por
sua vez, ira melhorar a qualidade de vida dos pequenos agricultores locais.
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