EWERTON CALTRAN MANARIN

“POTENCIAL DE FIXACAO DE NITROGENIO POR
LEGUMINOSAS NODULADAS E CIANOBACTERIAS

TERRESTRES NA MATA ATLANTICA, SP”

CAMPINAS
2012



SECRETANEA
DE
POS-ERADUAGAOD
LB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE BIOLOGIA

EWERTON CALTRAN MANARIN

“POTENCIAL DE FIXACAO DE NITROGENIO POR
LEGUMINOSAS NODULADAS E CIANOBACTERIAS

TERRESTRES NA MATA ATLANTICA, SP”

I ————y

e

Este exeraptar comasponda & redagac fnal,

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Biologia para obtengdo do Titulo de
Mestre em Biologia Vegetal.

e zprovzta pata Comisslc JWgndora.

Lrsceans

Orientador: Dr. Marcos Pereira Marinho Aidar

CAMPINAS,
2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
MARA JANAINA DE OLIVEIRA - CRB8/6972
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Manarin, Ewerton Caltran, 1984-

M311p Potencial de fixacéo de nitrogénio por leguminosas
noduladas e cianobactérias terrestres na Mata Atlantica,
SP / Ewerton Caltran Manarin. — Campinas, SP: [s.n],
2012.

Orientador: Marcos Pereira Marinho Aidar.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Nitrogénio. 2. Leguminosa. 3. Cianobactéria.
4. Floresta ombréfila densa atlantica. 1. Aidar, Marcos
Pereira Marinho. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em Inglés: Potential for nitrogen fixation by nodulated legumes and terrestrial
cyanobacteria in Atlantic Forest, SP
Palavras-chave em Inglés:

Nitrogen

Legumes

Cyanobacteria

Atlantic dense ombrophylous rainforest

Area de concentracao: Biologia Vegetal
Titulacao: Mestre em Biologia Vegetal

Banca examinadora:

Marcos Pereira Marinho Aidar [Orientador]

Sara Adrian Lopez de Andrade

Célia Leite Sant’'anna

Data da defesa: 03-12-2012

Programa de Pés Graduacao: Biologia Vegetal



pv‘n o nro plOIII";Q ﬂﬂ;l’lﬂ nnntin'a gr‘r"nd
A LU, ARG, Nddunaae l\\islllu uuPllJlu A LCANARA AN

Assinatura
Dra. Catarina Carvalho Nievola

Assinatura

iii



Vocé acha que tem tudo planejado

e entdo descobre que nada na vida serd do jeito que vocé acha que sera.
Nada nunca é.

E quanto mais aprendemos, menos sabemos.

Mas nos mantém humildes, crescendo e mudando, o que, no final, é o propdsito.
Erica and Dr. Tom

No regrets, just love.
Katy Perry

v



para meus pais (Edson e Cida)
pelo apoio incondicional



AGRADECIMENTOS

-a0 meu orientador Marcos Aidar, pela orientacdo, confiancga, suporte, credibilidade, apoio, enorme
paciéncia e por estar me acompanhando e aguentando por todos estes anos.

-aos meus colegas de orientacdo, por quem desenvolvi grande admira¢do: Bruno Rosado, Nidia Mara
Marchiori, Gian Piero Bini Cano, Giseli Areias, Sabrina Latansio.

-aos meus companheiros de campo pela ajuda irrestrita, alegria e otimismo, Pesdo (Renato Belinelo),
Vagner Toledo, Leila Vergal, Giseli, Nidia, Luciana, Sandra Patricia, Giam, Bruno, Janaina.

-a Alice Cassetari e ao Watson Arantes Gamma Jr. pela grande amizade, parceria e ajuda imensurdvel no
campo e no laboratério com microbiologia e ficologia.

-ao Adriano Afonso Spielmann pelas preciosas informagdes iniciais sobre as cianobactérias no PESM.
-a0s meus amigos e colegas do laboratério que tanto estimo: Larissa, Maira, Dani, Gabi, Jinior, Bruno,
Pedro, Janaina, Fernanda e todos os outros.

-aos técnicos Luciano, Néia, Dulce, Denise, Diego e Carldo, por estarem sempre disponiveis a me ajudar
quando precisei.

-a minha estimada amiga Livia Cordi pela ajuda, apoio e compreensao nos momentos finais de redacio da
dissertacdo. Aos meus amigos do herbdrio, Monica, Washington, Edilaine, PAmela, Ariadne, Renata e
todos os demais que estiveram comigo neste periodo.

-a todos meus amigos que acabei dando pouca aten¢do, mas que carrego no coragdo, Marna, Janaina,
Marcia, Graciela, Fabiola, Vanessa, Rosana, Erica, Junior e outros.

-ao CNPq, pela bolsa concedida.

-ao Programa de Pés Graduagdo da Biologia Vegetal e ao Instituto de Biologia da Unicamp.

-a Prof* Marlene Schiavinatto, pela amizade, ajuda e empréstimo dos equipamentos do laboratério de
fisiologia e pelo espacgo cedido na casa de vegetagdo.

-ao Prof® Ladslav Sodek, pela ajuda e empréstimo dos equipamentos.

-a Prof* Célia Sant’anna pela colaboracio e por ceder o laboratério de ficologia do Instituto de Botanica.
-ao Dr. Plinio Camargo e Albertino Bendassoli, pela colaboragdo com as anélises isotdpicas.

-ao Dr. Eduardo Armas, pelo auxilio com o ArcGis.

-a Janaina Rocha, pela ajuda com as anélises estatisticas ndo-paramétricas
-a Prof* Claudia Haddad, pela cordialidade e gentileza, sempre.

-ao Prof® Paulo Mazzafera, pela enorme ajuda nas pré-bancas.

-ao Dr. Leonardo Meireles, Dr. Gilberto Justino, Dr. Plinio Camargo, Dr. Jodo Semir, pelas corregdes e
sugestoes feitas a dissertacdo.

-as professoras integrantes da Banca de defesa: Dra. Célia Sant’anna, Dra. Sara Adridn, Dra. Claudia
Haddad, Dra. Catarina Nievola.

-a Maria Roseli, secretdria do Programa de Pds Graduagdo, por me ajudar sempre.

-ao meu grande amigo Vagner de Carvalho, pela amizade, estimulo, companheirismo e paciéncia.

-aos meus grandes amigos que fiz em Campinas: Vagner, Junior, Natascha, Catia, Graciela, Diogo e todos
os demais, pelo apoio e companheirismo.

-a0s meus pais, pela ajuda e apoio em absolutamente todas as situacgdes.

-a toda minha familia e amigos, que mesmo distante, sempre me apoiaram.

-ao Projeto Biota — Gradiente Funcional (Temético n® 03/12595-7) e ao Prof® Carlos Alfredo Joly, pelo
apoio logistico e financeiro concedido para a elaboragdo desta pesquisa.

-aos funciondrios do Parque Estadual da Serra do Mar — Nicleo Picinguaba e Santa Virginia por
colaborarem para a realizag@o deste trabalho
-a todos os demais colegas que participaram direta ou indiretamente deste processo.

MUITO OBRIGADO A TODOS!!!

vi



Resumo
Este trabalho avaliou a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) por leguminosas e cianobactérias

de vida livre na Floresta Ombroéfila Densa Atlantica. Nédulos radiculares de leguminosas
presentes em parcelas de 1 hectare foram amostrados para as fisionomias de Floresta Ombrofila
Densa de Terras Baixas (FTB) e na Floresta Ombrofila Densa Montana (FM), localizadas em
diferentes altitudes. A atividade da enzima nitrogenase dos nddulos foi avaliada através da
atividade de reducdo de acetileno. FTB apresentaram a maior quantidade de ndédulos e maior
atividade da enzima nitrogenase em relacdo a FM. A taxa anual de FBN pelas leguminosas foi
estimada em 2,06 kg N ha'! e 0,230 kg N ha™! para FTB e FM, respectivamente. A FBN
apresentou os maiores valores no outono e os menores no inverno para a FTB. E maiores valores
no outono e primavera para a FM. Seis estirpes de rizébios isolados da floresta estudada tiveram
sua capacidade de nodulacdo testada em experimento de casa de vegetacdo com a leguminosa
Inga sessilis, que apresentou capacidade de se associar formando nddulos com cincos isolados da
floresta, € com mais quatro isolados usados como controle, se mostrando uma leguminosa com
baixa especificidade com seu simbionte. Cianobactérias de vida livre tiveram a FBN medidas em
trechos intactos e trechos antropizados na FM. Estes organismos foram encontrados na superficie
de solos e rochas em dreas expostas ao sol e sob a forma de colonias de Nostoc sp e de crostas,
associadas com outros organismos. As medidas de FBN foram feitas através do ensaio de reducao
de acetileno em consoércio com técnicas isotdpicas. As formas coloniais apresentaram maior
atividade de FBN que as formas crostosas, € em ambas, a atividade foi maior no inverno que no
verdo. A FBN foi maior para trechos antropizados, 127 ¢ 48 g N m? ano™ para coloniais e
crostosas, respectivamente e de 46 e 30 g N m?ano’ para coloniais e crostosas de locais intactos,
respectivamente. As FBN por leguminosas e cianobactérias para as dreas intactas de floresta se
mostraram baixas, mas estdo de acordo com o esperado para florestas maduras. Estes organismos
provavelmente aumentam suas as taxas de FBN quando a floresta sofre disturbio, assim como foi
detectado para as cianobactérias em trechos antropizados.

Palavras-chave: Nitrogénio; leguminosas; cianobactérias; floresta ombroéfila densa atlantica.
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Abstract

This study evaluated rates of biological nitrogen fixation (BNF) by legumes and free-living
cyanobacteria in Atlantic Rainforest. Legume root nodules found in 1 hectare plots were sampled
for the Lowland physiognomy (LP) and Mountain physiognomy (MP), located at different
altitudes. The nitrogenase enzyme activity of nodules was assessed by acetylene reduction assay.
LP had the highest number of nodules and greater activity of the nitrogenase regarding MP. The
annual rate of BNF by legumes was estimated at 2.06 kg N ha™' and 0.230 kg N ha™' for LP and
MP, respectively. The BNF had the highest values in autumn and lowest in winter for LP. And
higher values in autumn and spring for MP. Six strains of rhizobia isolated from the studied forest
had their nodulation capacity tested in a greenhouse experiment with the legume Inga sessilis,
which showed ability to form nodules with five strains, and with over four isolates used as
controls, showing that this legume specie has a low specificity with its symbiote. Free-living
cyanobacteria had BNF measured in intact and anthropized sites of the MP. These organisms
were found in surface soils and rocks in areas exposed to the sun and in the form of colonies of
Nostoc sp and crusts associated with other organisms. The measurements were made using
acetylene reduction assay in consortium with isotopic techniques. Colonial forms showed higher
activity than crust forms, and for both, the activity was higher in winter in comparison to
summer. The BNF was higher for anthropized sites of the forest, 127 and 48 g N m™ year™ for
colonial and crusted, respectively, and for intact sites, 46 and 30 g N m> yealr'1 for colonial and
crusted, respectively. BNF by legumes and cyanobacteria in intact forest were low, but are
consistent with expected for mature forests. These organisms probably increase their rates of
BNF in disturbed conditions of the forest as well as detected for cyanobacteria in anthropized
sites.

Key words: Nitrogen; legume; cyanobacteria; Atlantic Dense Ombrophylous Rainforest.
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1. Introdugao Geral
1.1 Floresta Atlantica

A Floresta Atlantica abrange, atualmente, entre 12 e 15% do territério brasileiro,
estendendo-se por quase toda a faixa litoranea do pais, desde o Rio Grande do Norte até o Rio
Grande do Sul (Ribeiro et al., 2009). No Estado de S3do Paulo restaram apenas 12,3% de sua darea
original, composta por fragmentos de diversos tamanhos, formas e estadios de sucessdo e
situagdo de conservagdo (SOS Mata Atlantica, 2006). As dreas remanescentes estdo
representadas principalmente por areas desfavoraveis para o desenvolvimento de atividades

agricolas (Leitdo-Filho, 1987).

Apesar da intensa destruigdao, a Floresta Atlantica ainda é uma das florestas mais ricas
em biodiversidade do planeta. E detentora de vérios recordes de riqueza de espécies e
apresenta endemismos em varios grupos de plantas e animais, sendo considerada um “hotspot”

para a conservac¢ao da biodiversidade (Myers et al., 2000).

Uma das maiores dreas de remanescentes continuos de Floresta Atlantica estd
representada pelo Parque Estadual da Serra do Mar (PESM), que foi criado em 1977. Com uma
area de 315.390 ha, é caracterizado por uma regido montanhosa que abrange 23 municipios do
litoral e do Vale do Paraiba no Estado de S3o Paulo. A grande riqueza e diversidade de espécies
tornam esta area florestal de fundamental importancia para conservagdo (Instituto Florestal -

IFLORESTAL, 2006).

A Floresta Atlantica é uma regido heterogénea que inclui uma grande variedade de
fisionomias e composi¢des florestais e esta distribuida em diferentes condigdes climaticas e
topograficas (Metzger, 2009; Vieira et al., 2008). A composicdo floristica e a estrutura da
comunidade arbdrea de partes do PESM coincidem com os limites altitudinais da Floresta
Ombréfila Densa proposta pelo sistema de classificacdo de Veloso et al. (1991) em: 1) Floresta

Ombrofila Densa de Terras Baixas — 5 a 50 m de altitude, sobre o solo de restinga; 2) Floresta
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Ombréfila Densa Submontana — no sopé da Serra do Mar, com altitude variando entre 50 e 500
m; 3) Floresta Ombrodfila Densa Montana — 500 a 1200 m (Sanchez, 2001). Varios trabalhos
buscaram obter padrdes ou detectar variacdes na composicdao floristica, estrutura e
funcionamento destas diferentes altitudes (Martins, 2010; Vieira et al., 2011., Sousa Neto et al.,

2011; Alves et al., 2010; Padgurschii et al., 2011; Dias, 2010).

Os solos da Floresta Atlantica sdo muito lixiviados, acidos e distroficos, tipicos de
florestas tropicais. Apesar da baixa fertilidade, estes solos ndao apresentam sintomas de
deficiéncia nutricional, uma vez que o ciclo de nutrientes é praticamente fechado, devido a
decomposicdo do material organico ao longo do ano, associado a uma pequena perda por
lixiviacdo e absor¢do de elementos do solo pela vegetacdo (Silva et al., 2007). As regides de
maior altitude desta floresta detém maior biomassa sobre os solos, maior riqueza nutricional
dos solos e os maiores estoques de carbono e nitrogénio em relagdo as menores altitudes,
sugerindo, para cada faixa altitudinal, um funcionamento diferenciado quanto ao ciclo de
nitrogénio e do ecossistema como um todo (Alves et al.,, 2010; Martins, 2010; Vieira et al.,

2011).

1.2 Nitrogénio

O Nitrogénio (N) é um importante macro-nutriente e é essencial para todos os
organismos, pois € um componente bdsico das proteinas, estando presente em aminoacidos,
enzimas e acidos nucléicos. Compde as clorofilas e é o elemento adquirido pelas plantas em
maior quantidade do solo. O N das plantas é a base para a dieta de proteinas de todos os
animais, incluindo os humanos. Depois do carbono e do oxigénio, o nitrogénio é o elemento
mais abundante na matéria seca de plantas, com cerca de 10 a 30 g kg ™* (McNeill & Unkovich,

2007).

11



Do total de N existente, cerca de 98% esta presente em rochas, solo e sedimentos. Os
outros 2% estdo em um ciclo dindmico envolvendo a atmosfera, oceanos, lagos, rios, plantas,
bactérias e animais. Na atmosfera, o N existe principalmente na forma molecular (N,), que
corresponde a 78% da composicdo dos gases atmosféricos. Outras formas de N circulam na
atmosfera na forma de tracos de dxido de nitrogénio, gas amodnia, compostos amonificados,

vapor de acido nitrico, nitrato particulado e nitrogénio organico (Nieder & Benbi, 2008).

O ciclo terrestre de nitrogénio compreende reservatdrios no solo, planta e animais. Esses
reservatorios contém uma quantidade relativamente pequena de N biologicamente ativo em
comparag¢do com as grandes reservas de N relativamente inertes da litosfera e atmosfera, mas
exercem uma substancial influencia na dinamica do ciclo biogeoquimico global do N (McNeill &
Unkovich, 2007). Compostos atmosféricos de nitrogénio circulam por terra e dgua através de
deposicdo pela chuva ou deposicdo seca. A ciclagem ocorre via decomposicdo de matéria
organica no solo, a qual prové N disponivel para plantas e para microrganismos e apds sua
morte, o N retorna para os reservatorios de N organico no solo (McNeill & Unkovich, 2007). Os
principais processos que atuam como porta de entrada de N em ecossistemas terrestres sao a
fixacdo do N, atmosférico em NHs; por meio bioldgico e também industrial e a deposicao seca e

Uumida (McNeill & Unkovich, 2007).

As florestas tropicais frequentemente apresentam substratos pobres em nutrientes
minerais. Entretanto, o nitrogénio é geralmente considerado um nutriente disponivel em
grande quantidade em sistemas ndo perturbados. Assim, uma eficiente ciclagem de N é pensada
como a responsavel pelo alto status de N (Vitousek & Sanford, 1986). Um continuo suprimento
de N por processo bioldgico de fixacdo de N, é outro fator supostamente envolvido em manter
grandes reservas de N em florestas intactas, e na regeneracdo das florestas apés disturbio (Pons

et al., 2006).

Estima-se que a taxa de fixacdo de nitrogénio por processos naturais nos ecossistemas
terrestres seja de 128 tg N ano, responsavel por suprir 15% das necessidades de nitrogénio de

todos os tipos de biomas (Galloway et al., 2004). Além dos processos naturais, as atividades

12



humanas, pos-revolugao industrial tém contribuido com uma fixagao adicional de 120 tg N ano’
! representada pela queima de combustiveis fosseis para producdo de energia, producdo de
fertilizantes e cultivo agricola de leguminosas (Rockstrom et al., 2009) (fig. 1). O N produzido
pelas atividades humanas entra no local de aplicacdo, mas por causa de sua mobilidade, grande
parte é perdida e entra no ciclo biogeoquimico do N tendo influéncias regionais e globais,
contribuindo com o aumento dos gases de efeito estufa, poluicdo aquatica da zona costeira, de
aguas continentais em geral e deposi¢cdo nos solos (Vitousek et al., 1997). Uma margem segura

de fixacdo antrdépica de N sugerida seria de apenas 30% do valor total que é fixado atualmente

no planeta (Rockstrom et al., 2009).

—
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Figura 1. Componentes naturais e antropizados do ciclo do nitrogénio. Modificado de

http://www.physicalgeography.net/fundamentals/9s.html.
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1.3 Fixacao bioldgica de nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é responsavel pela maior parte da fixacdo do
nitrogénio atmosférico (N,) em aménio (NH,"). Esse processo representa a porta de entrada do
nitrogénio molecular no ciclo biogeoquimico do nitrogénio e é realizada por organismos

procariotos.

Os fixadores de N, sdo chamados de organismos diazotroficos e apresentam habitos
caracteristicos. Podem ser espécies heterétrofas, que necessitam de um suplemento de
carbono reduzido, o que depende indiretamente da energia da luz (fotossintese) e em geral
requer uma simbiose com um hospedeiro eucarioto. Podem ser espécies de vida livre e que
competem com outros microrganismos pela matéria organica disponivel no ambiente, ou

podem ser espécies autdtrofas fotossintetizantes.

S3o conhecidas espécies representantes de vdarios grupos que sdo capazes de fixar
nitrogénio, tais como: bactérias fotossintéticas (Rhodospirillum rubrum), bactérias anaerdbicas
(Clostridium spp.), bactérias aerdbicas (Azotobacter spp.) e também cianobactérias (algas
verdes-azuladas) e actinomicetos (Frankia) (Sprent & Sprent, 1990). As leguminosas que
estabelecem simbiose com rizébios formando nddulos radiculares sdo efetivas em fixar N, nos
ecossistemas terrestres. Além destes, cianobactérias da filosfera, liquens, bactérias da rizosfera

e bactérias endofiticas também tém importante papel na FBN (Vitousek et al., 2002).

E o complexo da enzima nitrogenase que executa reduc3do do nitrogénio na sua forma
molecular (N;) em aménio (NH,;") assim como mostrado na equacdo 1. Esta reacdo é
considerada uma das mais dificeis a ser catalisada por um sistema bioldgico (Ludden, 2001).
Este complexo enzimatico é amplamente distribuido entre os Reinos Bacteria e Archaea (Young,
1992), mas nenhum organismo eucarioto capaz de fixar N, por si sé foi descoberto (Giller, 2001;

Ludden, 2001).
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N, + nMgATP + 8e” + 10H" > 2NH," + nMgADP + H,

(n > 2 por elétron) (1]

A enzima, ou complexo enzimatico, € composta por duas unidades, a Fe-proteina e a
MoFe-proteina. As duas unidades interagem cooperativamente durante o processo de FBN.
Essas unidades componentes da enzima sdo irreversivelmente inativadas pelo oxigénio, o que
torna a nitrogenase altamente sensivel a este elemento (Shaw & Brill, 1977). A inibicdo da
atividade da nitrogenase in vivo pelo O, vai desde uma leve alteracdo reversivel até a sua
completa perda, dependendo da severidade do estresse. Entdo, sdo necessarias condicdes de
baixo nivel de oxigénio para a sua perfeita atividade (Eady, 1980). Os organismos diazotréficos
precisam regular o suprimento de oxigénio para prover ATP e ao mesmo tempo proteger a
nitrogenase contra seu efeito deletério. Dessa forma, esses microorganismos desenvolveram
varias estratégias para limitar o acesso do oxigeno a nitrogenase como as modificacGes
morfolégicas tais como os nédulos nas leguminosas e os heterocistos nas cianobactérias (Reis &

Teixeira, 2005).

Vitousek & Field (1999) descrevem um modelo simples de controle da fixacdo simbidtica
de N; no nivel de ecossistema onde existem 2 rotas de entrada de N, a precipitacdo (bastante
lenta e influenciada principalmente por alteracdes antropogénicas no ciclo do N) e FBN, e duas
rotas de saida, lixiviagdo e denitrificagdo do N em excesso, que nao foi absorvido pelas plantas

ou utilizado pelos microrganismos.

Grandes concentragdes de N mineral nos solos geralmente reduzem a FBN e até mesmo
inibem os processos relacionados, por exemplo, a formacdo do nddulo radicular em plantas da
familia Leguminosae (Tsai et al., 1998) ou a formacdo de heterocistos em cianobactérias (Starks
et al., 1981). Fatores ligados a sazonalidade, em especial a variacdo de temperatura e umidade

ao longo do ano, podem influenciar a atividade microbiana de decomposicdo da matéria
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organica do solo, alterando a disponibilidade de N (Leiros et al., 1999). Onde o suprimento deste
nutriente é baixo, fixadores de N, podem ser favorecidos, pois podem fixar N,, formando mais
biomassa e crescendo mais rapido que seus competidores ndo fixadores de N,. Em contraste,
onde o N é abundante, a FBN representa grande custo energético e os fixadores tém menor
capacidade competitiva em relacdo as espécies nao fixadoras (Houlton et al., 2008). Portanto, o
estado nutricional do solo € um importante fator que influencia a FBN (Sylvester-Bradley et al.,

1980; Roggy et al., 1999).

Apesar do conhecimento que se tem sobre a FBN para sistemas simbidticos entre
leguminosas e rizébios, principalmente em sistemas agricolas, e sobre a FBN por cianobactérias,
até o momento ndo ha informagdes disponiveis sobre as taxas de FBN por estes organismos na
Floresta Atlantica. Trabalhos em florestas tropicais apontam para uma baixa taxa de FBN em
florestas primarias, intactas e maduras, e uma maior FBN em florestas que sofreram algum
disturbio e estdo em processo de regeneracdo (Barron et al., 2011; Pons et al., 2007; Gehring et
al., 2005). Os dados obtidos por este estudo contribuiem com o conhecimento sobre o fluxo de
N no ecossistema da Floresta Atlantica no sentido de estimar a entrada de N no sistema pela

FBN por leguminosas e cianobactérias de vida livre.

Este trabalho esteve vinculado ao Projeto Tematico Biota Gradiente Funcional
(Composicdo floristica, estrutura e funcionamento da Floresta Ombrofila Densa dos Nucleos
Picinguaba e Santa Virginia do Parque Estadual da Serra do Mar, processo FAPESP 03/12595-7),
gue visa compreender variagées de composicdo, estrutura e funcionamento através do estudo

de 14 parcelas permanentes de 1 ha ao longo de um gradiente altitudinal na Serra do Mar.

2. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi detectar a ocorréncia de ndédulos radiculares de

leguminosas e quantificar a sua atividade de FBN em duas diferentes formagdes de Floresta
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Ombroéfila Densa do Parque Estadual da Serra do Mar e avaliar o potencial de FBN por
cianobactérias de vida livre em Floresta Ombréfila Densa Montana. Este trabalho esta dividido
em dois capitulos. No primeiro capitulo, duas areas de floresta com diferentes altitudes tiveram
a ocorréncia de ndédulos radiculares de leguminosas e a respectiva atividade de FBN
quantificada nas quatro estacdes do ano. Neste primeiro capitulo também foi testada a
capacidade de nodulacdo de algumas estirpes de rizébios isoladas de nédulos da propria
floresta em Inga sessilis, uma espécie amplamente distribuida na Floresta Atlantica. O segundo
capitulo quantificou a atividade de FBN por cianobactérias de vida livre na Floresta Ombrdfila
Densa Montana. Também foram feitas estimativas do potencial de FBN por estes organismos

usando técnicas isotdpicas.
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Capitulo |

Ocorréncia e atividade sazonal de fixacao de nitrogénio de nédulos radiculares de

leguminosas em duas faixas de altitude na Floresta Atlantica da Serra do Mar, SP, Brasil

3.1 Introdugao

Espécies da Familia Leguminosae podem formar simbiose com bactérias presentes no
solo e que pertencem aos géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium, Rhizobium e
Sinorhizobium (coletivamente chamadas de rizébios). A FBN nesta simbiose é realizada pela

enzima nitrogenase que é codificada, sintetizada e localizada na bactéria (Ludden, 2001).

Os rizébios sdo bactérias obrigatoriamente aerdbicas e, durante a simbiose, localizam-se
em estruturas vegetais especializadas chamadas nddulos, que sdo formados nas raizes de
leguminosas, caracteristica tipica desta interacao. Os nédulos tém a sua permeabilidade gasosa
regulada pela planta hospedeira, mantendo um nivel de oxigénio que basta para a respiracdo
dos tecidos envolvidos, mas suficientemente baixo para evitar a inativagdo da nitrogenase
(Shaw & Brill, 1977). Um fator que ndo permite o acimulo de oxigénio nos tecidos simbidticos é
a producdo da heme-proteina legmoglobina, a qual esta presente em altas concentragdes (p.ex.
700 UM em nodulos de soja). Esta proteina tem alta afinidade pelo oxigénio e também é

responsavel pela coloracdo rosada caracteristica do interior dos nddulos (Ludden, 2001).

A formagao do nddulo nas raizes de espécies de Leguminosas segue um padrdo bastante
especifico. A infeccdo pelos rizobios envolve quimiotaxia desses organismos para a raiz, em
resposta a secrecdo de acidos organicos, aminodcidos, acucares e flavondides pelas raizes. Os
exudatos de raiz induzem a ativacdo de genes denominados nod nos rizdbios, esses genes
induzem a sintese de fatores Nod. Os fatores Nod sao liberados pelos rizébios em contato com
as raizes e estes fatores sdo reconhecidos por receptores nas células do pélo radicular. Os

fatores Nod induzem a produgdao dos ndédulos através de modificagdes que envolvem a
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deformacdo do pélo radicular, a entrada da bactéria na ponta do pélo e a divisdo das células do
cortex da raiz para a formacdo do primérdio do nodulo (Burris, 1972; Mortier et al., 2012).
Cordoes de infeccao crescem por esse primérdio liberando as bactérias no citoplasma das
células hospedeiras circundadas por uma membrana peribacteridide derivada do préprio
vegetal (fig. 2). O primérdio nodular se desenvolve em um nédulo maduro e as bactérias, na sua
forma endossimbidtica, sdo chamadas de bacteridides. A membrana peribacteridide esta
envolvida no transporte dos produtos dos e para os bacteridides. Os bacteridides com essa

membrana compdem entdo o simbiossoma (Mylona et al., 1995).

Desenvolvimento/
Atracdo Reconhecimento Contato Entrada Diferenciagdo

_—— Noédulo

Bacteridides

Rizébio Pélo radicular
b encurvando .
2i Cordéo de
e Infecgdo

P 4

T X T X X o — X X

e VO SN . S Ge—— S—. =" 8

b 3
I X
Ry Divisdo das células corticais

Figura 2. Processo de infeccdo e formagdo de nddulo radicular. Modificado a partir de Lum &
Hirsch (2003).

Os nddulos permanecem ligados no sistema vascular da planta, o que permite receber
fotoassimilados que sdo usados na reacdo de FBN e exportacdo dos compostos formados nesta
reacdo para a planta hospedeira (Burris, 1972; Debellé et al., 2001; D'Haeze et al., 2000). O N, é

fixado pelos rizébios na forma de NH." que é transportado para a célula hospedeira onde é

19



assimilado e usado para a sintese de ureideos ou aminodcidos para serem transportados para

outros locais da planta (Schubert, 1986).

O que determina a forma dos ndédulos é a hospedeira leguminosa, apesar da FBN ser
determinada pela bactéria simbionte. Nodulos com crescimento determinado sdo esféricos e
pequenos no tamanho (entre 2 e 5 mm) e tendem a transportar, como compostos nitrogenados
derivados da FBN, ureideos. Nodulos com crescimento indeterminado sdo formas mais comum
de nédulos, podendo apresentar varias ramificagbes em sua estrutura, variam entre 3 mm a

varios centimetros de tamanho e costumam transportar amidas (Sprent, 2007).

Mimosoideae e Papilionoideae representam as subfamilias de Leguminosae com grande
porcentagem de espécies nodulantes (54% e 62 %, respectivamente), enquanto
Caesalpinoideae é a subfamilia com menor percentual de espécies que nodulam (5%) (Faria &
Lima, 1998; de Faria et al., 1989; Moreira & Franco 1994; Sprent, 2005; ter Steege et al., 2000).
Dependendo das condi¢cGes ambientais, varias espécies de leguminosas deixam de estabelecer
uma simbiose eficaz com os rizébios, ou mesmo ndo a fazem em condi¢Ges naturais (Souza-
Moreira et al.,, 1992). Estudos apontam por uma deficiéncia de nodulacdo em espécies que

potencialmente poderiam nodular (Débereiner & Campelo 1977, Magalhdes et al., 1982).

A diversidade microbiana da Mata Atlantica é pouco conhecida (Bruce et al., 2010;
Cassetari, 2011). Estudos tém mostrado que existe um pequeno numero de espécies de
bactérias noduliferas descritas e um grande numero de espécies de leguminosas capazes de
formar nddulos. Esse fato se da, na maioria das vezes, devido a capacidade de algumas estirpes
de rizébio formarem simbiose com diversas leguminosas diferentes (Moreira et al., 1998;

Cassetari, 2011).

A FBN por Leguminosas é mais importante em dareas perturbadas do que em florestas
naturais (Faria et al., 1984; Sprent, 1987; Gehring et al., 2003). McKey (1994) sugere que a FBN

ocorrera somente em periodos de menor disponibilidade de N no solo. Barron et al. (2011),
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estudando uma floresta tropical, encontrou proeminente FBN em areas perturbadas de floresta,

e valores proximos a zero em florestas maduras, mesmo na presenca de leguminosas.

Quando se trata de avaliar as possiveis diferengas existentes na FBN em vegetagdes com
diferentes altitudes, os trabalhos relacionados a este tema foram realizados em ambientes
alpinos com altitudes acima de 2000 metros (Johnson & Rumbaugh, 1986; Holzmann &
Haselwandter, 1988; Jacot et al., 2000). Estes trabalhos detectaram diminui¢cdo da taxa de FBN
visto a diminuigdo da temperatura do solo como o aumento da altitude, mas a FBN ainda é
presente, resultante de processos de adaptacdo das leguminosas e seu simbionte as condicbes

locais.

Os objetivos especificos deste capitulo foram caracterizar a ocorréncia de ndodulos e
mensurar a atividade de sua enzima nitrogenase pela técnica da reducdo do acetileno em duas
diferentes fisionomias de floresta nas quatro estagdes climaticas do ano. Estimar o potencial de
contribuicdo da FBN nas diferentes fisionomias de floresta. Testar a capacidade de nodulagido de

algumas estirpes de rizobios isoladas da drea de estudo.

3.2 Material e métodos

3.3.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em duas parcelas (parcela “E” e “N”) de 1 ha cada, no Parque
Estadual da Serra do Mar (PESM). A parcela “E” correspondeu a area de Floresta Ombrdéfila
Densa de Terras Baixas (FTB) e esta localizada a aproximadamente 20 m da margem direita do
Rio da Fazenda, no Nucleo Picinguaba (fig. 3), Ubatuba, a 23°20°03”S e 44°49’56”W, numa
altitude que varia de 64 a 89 m acima do nivel do mar. O clima regional é tropical Umido, sem
estacdo seca (Setzer, 1966), com uma precipitacdo média anual superior a 2200 mm. Mesmo
nos meses mais secos, junho a agosto, a precipitacdo média mensal nunca é inferior a 80 mm

(fig. 4A) (Martins, 2010; Campos et al., 2011). A parcela “N” corresponde a area de Floresta
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Ombrofila Densa Montana (FM), com altitude variando entre 1010 e 1044 metros sobre o mar e
esta localizada no Nucleo Santa Virginia (fig. 3) no municipio de S3o Luis do Paraitinga, a 23°17’
a 23°24’S e 45°03’ a 45°11’W. O clima regional é tropical temperado, sem estacdo seca (Setzer,
1966), com uma precipitacdo média anual superior a 2000 mm. Mesmo nos meses mais secos,
junho a agosto, a precipitacio média mensal dificilmente é inferior a 60 mm (Padgurschi et al.,

2011; Martins, 2010) (fig. 4B).

' |
a

Image © 2008 TerraMetrics

Figura 3 — Localizagdo do nucleo Picinguaba — ao nivel do mar — e do nucleo Santa Virginia — no
Planalto Atlantico. Extraido do 32 Relatério do Projeto Tematico Biota Gradiente Funcional,
Figuras parte 6 - Adaptado de GOOGLE EARTH, 2005.
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Precipitagio e temperaturas médias no NP para 2007-2010
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Figura 4. Temperatura média e precipitacdo média mensal no Nucleo Picinguaba (A) e Nucleo
Santa Virginia (B) do Parque Estadual da Serra do Mar, municipio de Ubatuba (Extraido de Joly
et al,, 2012).
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3.2.2 Delineamento amostral para determinag¢iao da ocorréncia de nédulos

A investigacdo para verificar a ocorréncia de nddulos foi realizada sazonalmente (no

inverno e primavera de 2009 e verdo e outono de 2010).

Para amostrar a ocorréncia de nddulos radiculares de leguminosas, cinco linhas de 100 m
de comprimento foram tomadas como transectos. Para cada linha foram feitos 10 pontos de
amostragem a cada 10 m, totalizando 50 pontos. Além destes, duas regides da parcela foram

escolhidas aleatoriamente para serem feitos mais 15 pontos de amostragem aleatérios (Fig. 5).

I metros

Figura 5 - Representacdo esquematica dos pontos de coletas nas parcelas. Linhas com pontos
representam os transectos de coleta ndo aleatdrios. Agrupamentos de pontos correspondem a
coleta aleatdria.
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Nos pontos de amostragem, foram feitas coletas de solo com o auxilio de um trado
cilindrico para retirar uma amostra de aproximadamente 2000 cm?3, abrangendo uma
profundidade de 20 cm (fig. 6). Essa amostragem é considerada ideal ja que raramente sdo

encontrados nédulos em profundidades maiores (Pearson & Vitousek, 2001).

O solo foi cuidadosamente retirado do trado e colocado em uma bandeja para realizagdo
de triagem em busca de nddulos radiculares (figs. 6C e 6D). Todas as raizes presentes foram

verificadas quanto a presenca de nédulos.

il IIIIIIIIEIIIlIlJIu|IIII|IIIMIIIIIHu:III|\

Figura 6. Processo de coleta e triagem das amostras de solo (A, B, C e D). Nédulos radiculares
encontrados (E e F).

A cada coleta, tomou-se o cuidado de se distanciar alguns centimetros do ponto onde
tinha sido feita a retirada da amostra na estagao climdatica anterior. Alguns pontos de coleta que
apresentaram nédulos em todas as esta¢des climaticas foram escolhidos para terem as raizes

seguidas por processo de escavagao do solo na tentativa de localizar seu individuo arbédreo.
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3.2.3 Avaliacao da atividade da enzima nitrogenase dos nédulos radiculares

Quando nddulos radiculares foram encontrados, iniciou-se no campo o processo de
medi¢ao da atividade de sua enzima nitrogenase através da atividade de redugdo do acetileno.
A Atividade de Reducgdo de Acetileno (ARA) foi desenvolvida por Hardy et al. (1968), e apesar de
ser um método indireto de medicdo, é sensivel e bastante conveniente para se determinar a
atividade da enzima nitrogenase e é amplamente utilizada tanto em trabalhos de campo,
quanto de laboratério (Burris, 1972; Holzmann & Haselwandter, 1988; McNabb & Geist, 1979;
Yamada, 2006; Zackrisson et al., 2004; Barron et al., 2011). Essa caracteristica de reduzir outras
substancias além do N,, como o acetileno (C,H,) a etileno (C,H;), € comum a todos os
organismos fixadores de N,. Apds incubacdo com C,H,, o etileno gasoso no meio de incubacdo
pode ser detectado e quantificado por cromatografia gasosa e servir de indicativo da atividade
da nitrogenase. E uma forma de medic3o indireta, pois apesar de estar reduzindo o C;H,, a
nitrogenase, em condi¢Ges naturais, estaria transformando o N, gasoso presente no meio, em

compostos nitrogenados utilizaveis pelas plantas.

As raizes noduladas foram recortadas nos trechos onde os nédulos estavam inseridos,
deixando aproximadamente 1 cm de raiz em torno do nédulo (figs. 6E e 6F) para ndo causar
danos. Os nddulos foram rapidamente lavados com agua destilada, secos em papel absorvente
e submetidos a atividade de reducdo de acetileno. Os ndédulos encontrados em cada ponto
foram colocados dentro do mesmo frasco de vidro de 40 mL, tomando o cuidado para que ndo
ocupassem mais que 40% do volume interno. Os frascos foram hermeticamente fechados e
retirou-se, com uma seringa comum, 10% do volume gasoso que foi reposto pela mesma
guantidade de gas acetileno puro (White Martins®). Os frascos foram incubados durante um
periodo de 1 h. Apods este periodo, 10 mL do volume gasoso foi transferido para recipientes com
vacuo (Vacutainers®) de 10mL. Duas amostras sem nddulos foram utilizadas como brancos
(adaptado de Swift & Bignell, 2001). Posteriormente, os nédulos foram quantificados, pesados e

fotografados.
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Os Vacutainers® foram levados até o Laboratdrio de Fisiologia Vegetal do Instituto de
Biologia da Unicamp e com uma seringa gas tight (Sigma-Aldrich®), uma aliquota de 0,5 mL de
amostra da composicdo gasosa do interior dos frascos foi retirada e injetada no cromatégrafo a
gas (Shimadzu GC 14-B). Ogas de arraste foi o nitrogénio, a um fluxo de 20 mL min™.
As temperaturas mantidas no aparelho eram de 802C para a coluna, 1002C no injetor e 1502C
no detector. Como padrdo foi utilizado etileno puro (1 pL L), da White Martins®. As avaliacdes
quantitativas do etileno produzidas no interior dos frascos foram feitas a partir da comparagao
com o padrdo de etileno e os dados foram convertidos em micro moles (umoles) de etileno
liberados por amostra. Os resultados foram expressos em umoles de etileno formado pelo total

de nddulos presentes no ponto coletado.

3.2.4 Anilise dos dados

Os dados de ocorréncia de nddulos e atividade da enzima nitrogenase, ndo
apresentaram distribuigdo normal mesmo apds varias tentativas de transformagao dos dados,
sendo analisados através do teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis a um nivel de significancia
de 5%. O Teste de Mann-Whitney (p<0,05) foi utilizado para verificagdo de variagdo entre

grupos. As analises foram feitas com o auxilio do software Statistica 5.0 (StatiSoft Inc., 1999).

Foi necessario o uso de técnicas de interpolacdo espacial para estimar o valor da atividade
da enzima nitrogenase para todo o hectare das parcelas estudadas. O desenho experimental da
coleta foi originalmente pensado para poder ter os valores da amostragem extrapolados para
todo o hectare através do emprego desses cdlculos geoestatisticos, que determinam valores para
locais desconhecidos desde que estejam entre locais com valores conhecidos, denominado
interpolacdo. Por este processo, uma superficie que contenha as propriedades estatisticas dos

dados coletados pode ser criada (Mueller, 2012).
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A escolha do interpolador espacial é especialmente importante em regides montanhosas
com poucos dados, onde os valores das varidveis podem mudar em pequenas escalas de distancia
(Apaydin et al., 2004). Dos valores medidos, formulas matematicas especificas sdo empregadas
para determinar a amplitude da similaridade ou o grau de atenuacdo (p.ex.: Funcdo de base radial
ou Splining) (Esri, 2004). Os interpoladores deterministicos incluem um grupo de métodos de
predicdo de superficies baseados nas medidas do entorno (Mueller, 2012) e sdo extensivamente
utilizados em investigacdes do solo (Xie et al., 2011). ROOT-MEAN-SQUARE ERROR (RMS) é uma
medida estatistica de qudo proxima a predicdo dos valores estdo dos valores medidos. Através
dele, os interpoladores que apresentarem os menores valores de erro sdo selecionados (Xie et al.,
2011; Mueller, 2012). Entdo, foi utilizada a funcdo de base radial que é um interpolador exato e

gue prediz valores acima ou abaixo dos valores medidos.

A estimativa dos valores da atividade da enzima nitrogenase para toda a drea da parcela
foi feita utilizando o método de interpolacdo espacial do tipo deterministico que através do
RMS identificou um erro de predigdao da ordem de 0,04. Baseado neste valor foi selecionado a
interpolacdo espacial do tipo deterministica através da funcdo de base radial do tipo Completely

Regularized Spline.

Uma vez que todos os pontos de coleta tinham seu posicionamento geografico dentro da
parcela, foi possivel a obtengdo de um grafico de dispersdo que foi utilizado para a criacdo de
mapas de superficie no programa ArcGIS versdao 9.2 (ESRI®). Este mapa de superficie foi
preenchido com os valores da atividade da enzima nitrogenase dos pontos amostrados dentro
das parcelas e os valores estimados para os pontos ndo amostrados. A partir da superficie
formada, foi possivel estimar as taxas de atividade da enzima nitrogenase para todo o hectare

coletado.

Os valores obtidos pela interpolagdo espacial foram convertidos em gramas de N, fixado
através do indice de 1.6:1 (umol etileno produzido para umol de N, fixado) (Barron et al., 2011).
Trabalhos mostraram que o periodo médio da atividade da enzima nitrogenase em nodulos

radiculares de leguminosa acompanha o nimero de horas de radiagdo solar do dia (Ayanaba &
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Lawson, 1976; Balandreau et al., 1974; Bergersen 1970; Carran et al., 1982; Eskew & Ting,
1978). Assim os valores foram multiplicados por 12 e posteriormente multiplicados pelo nimero
de dias correspondente a cada estagao. Os valores das estagdes foram somados para a

estimativa anual da FBN.

3.2.5 Determinagao da capacidade nodulifera de isolados de rizobio em casa de

vegetacao

Foi conduzido um experimento em casa de vegetagdo para determinagao da capacidade
nodulifera de estirpes de rizébios advindos das parcelas coletadas. Os inoculantes utilizados
foram provenientes de meios de culturas compostos pelos rizobios provenientes de nddulos
coletados em campo e que foram previamente identificados por Cassetari (2011). Foram
utilizados seis isolados provenientes de nddulos encontrados nas parcelas do PESM. Trés desses
isolados provenientes da espécie arbdrea Inga sessilis (Vell.) Mart. (Mimosaceae) e trés de
origem indeterminada. Também foram usados quatro indculos contendo estirpes referéncias de
rizébio recomendadas pela Rede de Laboratdrios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdao

de Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola (RELARE) (tab. 1).

Tabela 1. Espécie de rizébios dos inoculantes e sua origem.

Espécie Origem

Bradyrhizobium sp1 Inga sessilis
Bradyrhizobium sp2
Rhizobium tropici
Rhizobium sp1 Indeterminada
Bradyrhizobium sp3
Bradyrhizobium sp4
Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli RELARE
Bradyrhizobium elkani
Rhizobium tropici, type 1B
Bradyrhizobium japonicum
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Para a preparagao do inoculo, os rizobios que foram inicialmente mantidos em placas
contendo meio de cultura sélido YMA (Fred & Waksman, 1928) com azul de bromotimol como
indicador de pH. Com uma alca de platina, col6nias isoladas dos meios de cultura sélidos foram
transferidas para meios de cultura liquidos e incubados a 28°C por periodos que variaram entre
2 e 4 dias. O indculo foi considerado pronto para a aplicacdo na planta quando o meio de
cultura se apresentou turvo e/ou com mudanga de coloracdo devido a mudanca de pH

resultante do crescimento bacteriano e indicado pelo composto azul de bromotimol.

A inoculacdo foi realizada em plantas Inga sessilis provenientes de germinacdo de
sementes coletadas no més de Julho de 2010 no Nucleo de Santa Virginia (PESM). Apds a
remocdao manual da sarcotesta, as sementes foram imersas em solucdo de hipoclorito de sédio
a 5% por 5 min e depois lavadas em agua corrente abundantemente. A germinacdo foi realizada
em bandejas com vermiculita, a 252C, com fotoperiodo de 12 horas, em camara de germinacao
do tipo BOD. Plantas com protrusdo da radicula maior que 3 cm foram transferidas para vasos
de 3 L contendo apenas vermiculita de granulometria fina. Os vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo e receberam solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1938) sem N a cada 5 dias (200

mL por vaso), e durante um periodo inicial de 3 meses.

Foram estabelecidos 3 tratamentos (n=8) e cada um recebeu solugdes nutritivas
baseadas na solucdo de Hoagland & Arnon (1938), contendo diferentes quantidades de N (2, 4 e
8 mM de N, respectivamente na forma de NH;NO3) e uma solugdo —N (sem nitrogénio). O pH
das solucbes foi corrigido em torno de 6,0 e 6,5 antes da aplicacdo. Essas solugdes eram
preparadas com macro e micronutrientes, exceto o ferro que foi adicionado as solugdes apenas
no momento da aplicacdo. Para isto, acrescentava-se a solucdo, 1ml L™ de uma solucdo de Fe-
EDTA 1000 vezes concentrada, contendo Fe-EDTA (Na,-EDTA (33,2 g/L); FeS0,4.7H20 (25 g/L) e
NaOH (3,65 g/L). O tratamento controle ndo recebeu nenhum tipo de solugcdo nutritiva,

somente agua pura.
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Para os vasos dos tratamentos inoculados, foram aplicados 6 mL do respectivo indculo
pronto na superficie do substrato. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes com

intervalos de 15 dias.

No final da experimentacdo, foi verificada a forma dos nddulos, se do tipo determinado
ou indeterminado e a atividade da enzima nitrogenase para constatar se estes estavam

funcionais. As diferencas na capacidade de nodulacdo foram apresentadas em porcentagem.

3.3 Resultados

3.3.1 Ocorréncia de nddulos e atividade da enzima nitrogenase

Para a amostragem de 80 pontos na parcela de 1 ha da Floresta de Terras Baixas, 13, 11,
13 e 10 pontos apresentaram nddulos no inverno, primavera, verdo e outono, respectivamente.
Para a Floresta Montana, 2, 10, 4 e 6 pontos apresentaram nddulos no inverno, primavera, verao
e outono, respectivamente. Os pontos de ocorréncia dentro de cada parcela nas diferentes
estacdes mais a respectiva atividade da enzima nitrogenase do total de nédulos de cada ponto

estdo apresentados na figura 7.

Dos pontos amostrados, dois pontos da parcela da Floresta Ombrofila de Terras Baixas e
dois pontos da Floresta Ombréfila Densa Montana apresentaram ndodulos em todas as estacoes,
indicando que o individuo da familia Leguminosa se manteve nodulando nas diferentes estacdes.
Destes pontos na FTB, um teve a raiz nodulada seguida, através de escavacdo do solo, até seu
individuo arbdreo. A escavacdo se deu por aproximadamente 20 m. O individuo encontrado
estava fora dos limites da parcela, proximo a margem direita do Rio da Fazenda. Foi entao
necessaria a sua coleta, identificacdo e posterior herborizacdo de um exemplar no Herbario da
Universidade Estadual de Campinas — UEC (UEC032841, Acesso n2 158459, link do registro virtual:
http://floras.cna.unicamp.br/UEC/image/UEC032841.JPG/Zoom?width=760px&height=760px).

Tratou-se de um Inga sessilis com aproximadamente 24 m de altura. Houve a tentativa de
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Figura 7. Distribuicdo espacial dos pontos com nddulos dentro das parcelas de Floresta
Ombréfila Densa de Terras Baixas (FTB) e Floresta Ombrofila Densa Montana (FM) no inverno
(Inv.), primavera (Prim.), verao (Ver.) e outono (Out.). Eixo y: atividade da enzima nitrogenase

dos ndédulos encontrados expressa em umol etileno h™; Eixo x e z: distribuicdo dos pontos com
nddulos na parcela de 1 ha.
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Figura 8. A: Dossel da Floresta Ombréfila Densa das Terras Baixas evidenciando com circulo
vermelho a copa do individuo arbéreo de Inga sessilis. Foto tirada do chdo; B: Zoom na copa,
evidenciando as folhas tipicas do género; C: Escavacdo da raiz até o individuo arbéreo; D: Caule
evidenciando a marcagdo deste individuo; E: Trecho da raiz desta drvore com a presenca de
nodulos.

escavagao para busca da outra leguminosa que manteve raiz nodulando dentro da parcela nas
estacdes coletadas, mas ndo houve sucesso devido as dificuldades do local e grande extensdo da
raiz. Na FM, dois pontos com as raizes nodulando em todas as estagOes eram préximos e
escavagoes das raizes levaram ao mesmo individuo arbdéreo que ja tinha sido identificado pelo
Projeto Tematico Biota Gradiente Funcional e também tratou se de um Inga sessilis, localizado

dentro da parcela e devidamente marcado com o cédigo N0631 (fig. 8).

Os nodulos encontrados apresentaram variagdes no tamanho (Anexo 1), na forma
(determinada ou indeterminada) e no numero encontrados por pontos. A quantidade encontrada
na FTB para o outono, inverno e primavera ndao apresentaram varia¢ao. Somente para o verao
que os numeros de ndédulos foram significativamente menores (p<0,05). Para a FM, o numero de

nddulos foi muito baixo no inverno e na primavera e outono o numero de nddulos foi
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significativamente maior que para as demais estagdes (p<0,05). Foi encontrado maior nimero de

raizes de leguminosas nodulando na FTB em comparag¢do com a FM (p<0,05) (Fig. 9).
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Figura 9. Niumero total de nédulos amostrados para cada fitofisionomia nas diferentes estacoes

do ano. Letras maiusculas representam diferencas significativas entre nimero de nédulos de uma

mesma parcela para as varias estagdes; letras minusculas representam diferengas significativas

entre as parcelas na mesma estagdo (Mann-Whitney, p<0,05).

Os valores médios da atividade da enzima nitrogenase dos nddulos para o verao na FTB

foi significativamente menor que para as outras estagdes (p<0,05). Houve uma maior atividade

no outono seguida de uma gradativa diminui¢cdo ao longo das estacdes subsequentes. A FM nado

apresentou este padrdo, mas os valores de atividade no verdao também foram os menores. Ja os

valores do inverno, primavera e outono ndo diferiram significativamente (fig. 10). Os valores da

atividade da enzima nitrogenase na FTB foram maiores em todas as estagdes em relagao a FM

(p<0,05).
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Figura 10 — Grafico mostrando média e erro padrdao da atividade da enzima nitrogenase dos
nddulos (umol etileno h™). Letras iguais representam similaridade estatistica; letras diferentes
representam variacdo segundo o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney a um nivel de
significancia de 5%.

Uma andlise comparativa da atividade da enzima nitrogenase por grama de nédulo entre
FTB e FM revelou que, apesar dos valores na FTB serem mais elevados, ndo houve variagao
significativa (p=0,16). Os valores estimados da atividade da enzima nitrogenase dos nddulos para
toda a parcela, mostram que o outono apresenta os maiores valores para FTB e FM, seguidos do
inverno, primavera e verao, e que a FBN da parcela FM representa apenas 11% da capacidade da
parcela FTB (fig. 11). A estimativa de FBN é de 2,06 kg de N ha™ ano™ para FTB e 0,230 kg de N ha

Yano™ para FM.
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Figura 11. Valores estimados da atividade da enzima nitrogenase (umoles etileno h™* ha™) por
hectare nas diferentes estacdes do ano segundo a analise de interpolacdo espacial.

3.3.2 Andlise da capacidade de nodulagdao em casa de vegetagao

As plantas controle que ndo receberam solucdo nutritiva (Controle dgua pura) e controle
que receberam solugdo nutritiva sem nitrogénio (Controle s/N), ndo apresentaram nddulos. Este
fato confirma ndo ter havido contaminagdao por nenhum dos inoculantes ou mesmo isenta a
possibilidade de ter alguma bactéria com capacidade nodulifera na agua usada para a irrigacao
ou mesmo no vaso ou substrato utilizado.Todos os tratamentos inoculados com estirpes de
rizébio recomendadas pela RELARE tiveram plantas que formaram nédulos. Os trés rizébios
isolados dos préprios nodulos de Inga sessilis tiveram sucesso na reinfeccdo. Somente
Rhizobium sp1, proveniente dos isolados aleatdrios da mata, ndo formou nédulos. Nenhum dos
tratamentos inoculados que receberam solugdo nutritiva contendo 4 e 8 mM de N nodularam

(tab. 2).
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Tabela 2. NiUmero de plantas noduladas pelos diferentes indculos e suas respectivas solucdes
nutritivas.

Tratamento

Solugdes Nutritivas
AguaPura semN 2mM N 4mM N 8mM N Total

0 0 0

o
o

Controle 0
R .leguminosarum bv. phaseoli

R. tropici, type 11B

B. elkani

B. japonicum

B. spl

B. sp2

. tropici

. spl

sp3

R O N R WN WWN
W O W W A N W WN

®® X ®
N O R, N R
O O O O O
o O O O O

N

sp4 5 0 0 7

n=8 para indculos compostos por rizobios provenientes da Floresta Atldntica e controles; n=7 para inéculos RELARE.

O baixo numero de plantas que responderam a cada inoculante formando simbiose
impossibilitou a andlise estatistica para detectar variacbes entre as respostas de atividade da
enzima nitrogenase e de desenvolvimento. Mas, de maneira geral, a taxa de nodulagdo foi
baixa. Considerando os tratamentos inoculados que receberam solugdo nutritiva sem N,
Rhizobium tropici, type 11B e Bradyrhizobium elkani tiveram a maior porcentagem de plantas
noduladas, 42,8%, seguidas do tratamento Bradyrhizobium spl com 37,5%. Para as plantas
recebendo solugdo nutritiva com 2 mM de N, Bradyrhizobium sp4 apresentou uma porcentagem
de 62,5%, seguidas de Bradyrhizobium sp2 e Bradyrhizobium sp3, com 25%. Todos os nddulos
formados eram do tipo indeterminado e apresentaram atividade da enzima nitrogenase (Anexo
3). Quando as plantas receberam somente dgua pura, foram observados sinais de deficiéncia
mineral como clorose e senescéncia foliar, mas as plantas se mantiveram vivas até o final da

experimentagao.
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3.4 Discussao

A FTB apresentou a maior quantidade de raizes noduladas em comparagao com a FM.
Mesmo que presentes em ambas as altitudes, as leguminosas expressaram sua capacidade de
formar simbiose com rizdbios e fixar N, de forma diferente. Trabalhos realizados na area de
estudo demonstraram que existe um forte controle altitudinal na concentragao nutricional do
solo. Hd uma tendéncia dos solos da maior altitude serem mais ricos nutricionalmente que os
solos da menor altitude (Martins, 2010) e possuirem maior concentracdo de NH," e NO;™ (Sousa-
Neto et al., 2011). Além dos solos da FTB conterem quantidades significativamente menor de N
estes também apresentam maiores perdas deste nutriente por denitrificagdo em comparacao
com a FM (Sousa-Neto et al.,, 2011). Estes fatos provavelmente relacionam-se com a maior
ocorréncia de nddulos na FTB em comparag¢ao com a FM. Nos solos com maior disponibilidade
de N, as leguminosas podem apresentar capacidade de crescer sem fixar N, na maior parte do
tempo (Vitousek et al., 2002) e a FBN fica condicionada a ocorrer temporariamente nos
periodos onde houver sinais de deficiéncia (McKey, 1994). Além disto, necessidades
diferenciadas por outros nutrientes do solo como P, Fe, Mo, entre outros, sao fatores que
poderiam interferir na capacidade de FBN dos organismos (Vitousek et al., 2002). Mas o
nutriente P ndo parece ser um nutriente limitante ja que se apresenta em maior quantidade na

FM em relagdo a FTB (Martins, 2010).

A familia leguminosa apresentou nas parcelas estudadas, valor de importancia
fitossociologica de 14,10 para FTB (Campos, 2008) e 10,31 para FM (Pereira, 2011). Campos
(2008) e Padgurschii et al. (2011) identificaram para as parcelas estudadas da FTB e FM,
respectivamente, varios individuos arbdreos de leguminosas que sdo possiveis fixadores de N,.
Varias outras espécies de leguminosas foram descritas ao longo de todo o gradiente altitudinal do
PESM por Dias (2010), que também demonstrou que as leguminosas sdo mais aptas a ocupar a

regido de menor altitude, apresentando menor riqueza na drea de maior altitude.

Os pontos onde a nodulagdo foi recorrente em todas as estacdes nas duas parcelas

estudadas estavam relacionados com a espécie Inga sessilis que se mostrou ser um importante
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fixador de N, para ambas as areas estudadas. Em trabalhos de fitossociologia, esta espécie ndo
apresentou grandes valores de importancia fitossociolégica na composicdo das espécies.
Inclusive, ndo foi detectado nenhum individuo de Inga sessilis na parcela da FTB (Campos, 2008).
O individuo arbdéreo encontrado nodulando nesta drea estava localizado fora dos limites da
parcela. J& na parcela da FM, esta espécie mostrou-se presente, mas com valor importancia
fitossociologica de 0,45, considerado baixo para a area (Padgurschi et al., 2011). Inga sessilis
também foi detectada em outras regides estudadas da FM, com valor de importancia
fitossocioldgica de 1,34 (Padgurschi et al., 2011), 0,63 e 1,93 (Medeiros, 2009) e 2,36 (Marchiori,

N.M, comunicagdo pessoal).

Inga sessilis foi considerada uma espécie secunddria inicial (Medeiros, 2009) para uma
diferente area estudada da FM. Sua presenca e abundéancia em outras regides da FM podem
estar relacionadas com os diferentes estagios sucessionais destas areas ja que a vegetacdao do
Nucleo Santa Virginia sofreu, na década de 1960, corte raso e queima e, atualmente, apresenta-
se sob forma de um mosaico composto por areas de floresta madura, pastagens, plantios de
Eucalyptus spp e florestas secundarias em diferentes idades de regeneracdo (Tabarelli &
Mantovani, 1999). Mas Pereira (2010) sugere que o trecho de floresta onde se localiza a parcela

estudada seja uma comunidade florestal madura.

Apesar de saber que leguminosas podem regular para menos (down-regulation) a
formacdo de nddulos e a FBN em ambientes ricos em N (Heidin et al., 2009), nos pontos onde
presente, Inga sessilis demonstrou ter capacidade de nodulacdo ao longo do ano para as duas
areas. Barron et al. (2011) também descreveram arvores deste género sempre nodulando em
sua verificacdo sazonal em Barro Colorado e encontraram em floresta madura, um menor
nimero de nddulos e menor atividade da enzima nitrogenase. Mas existem espécies que se
mantém fixando independente da condicdo de N do solo, mesmo que a sua disponibilidade seja

alta (over-fixation) (Hedin et al., 2009; Menge & Hedin, 2009).

Os ndédulos encontrados variaram em forma e tamanho. Os pontos coletados abrangidos

pelas raizes de Inga sessilis ou onde a nodulacdo se manteve presente em todas as estacdes
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podem conter nddulos mais longevos. Nédulos de forma determinada tém baixa longevidade,
de apenas algumas semanas. Os nddulos de forma indeterminada sdo amplamente distribuidos
pelas regides do planeta e em sua estrutura tém meristema apical que pode garantir
consideravel longevidade por anos e em condi¢Oes estressantes (Sprent, 2007). A tribo Ingae é
relatada como tendo espécies uniformemente noduladas e com nddulos de crescimento

indeterminado e com varios graus de ramificacdes em sua estrutura (Sprent, 2007).

Quando comparada a atividade média da enzima nitrogenase por grama de nédulos, nao
foram detectadas diferencas significativas entre as fitofisionomias. A variacdo na altitude entre as
duas areas de floresta é de aproximadamente 1000 m. Um reflexo da diferenca de altitude seria a
variagdo da temperatura entre as duas regides. No inverno, as temperaturas minimas médias sdao
de 18°C para a FTB e 12°C para a FM. A atividade étima da nitrogenase gira em torno de 25 °C
(Houlton et al.,, 2008). Apesar disso, ndo foi detectada influencia da temperatura sobre a
atividade da enzima. A altitude elevada costuma se mostrar como um fator que afeta esta
atividade somente quando sao maiores que 2000 m e que contribui para massiva diminui¢ao da

temperatura e/ou umidade do solo (Kessler et al., 1990).

As variagdes sazonais no numero de nddulos e que refletem na atividade total da enzima
nitrogenase podem estar relacionadas com a variacdo de precipitacdo e temperatura entre as
estacOes. Estas variacGes podem interferir no processo de decomposicao da matéria organica,
gue representa um processo chave na manutencao da fertilidade do solo. Dados mostram que a
producdo de serapilheira para as areas estudadas foi maior na estacdao mais chuvosa (primavera e
verdo). Apesar de ndo haver estagdo seca na area de estudo, e sim uma estagdo mais chuvosa e
outra menos chuvosa, a pluviosidade aumentada se mostra favoravel a producdo e decomposicao
de material vegetal (Martins, 2010). A decomposi¢do de serapilheira é fortemente afetada pelas
condicGes climaticas devido aos efeitos da temperatura e umidade (Aerts, 1997). Os meses mais
quentes e umidos para ambas as altitudes podem ter os processos de decomposicao da
serapilheira acelerados. A mineralizacdo aumentada da matéria organica do solo nestes periodos

libera N inorganico (na forma de NH;" e NOj), constituindo fonte de N para as plantas
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(Cantarella, 2007) e que dependendo da quantidade, podem afetar a FBN pelas leguminosas, ndo

formando simbiose (Mortier et al., 2011; Ingestad, 1980; Olsen et al., 1975; Pate & Dart, 1961).

O ensaio da atividade de reducdo de acetileno (ARA) é uma técnica muito criticada por
ndo detectar a atividade total da enzima nitrogenase, mesmo assim é um ensaio Util para
determinar diferencas relativas na atividade da nitrogenase entre amostras desde que aplicados
os métodos apropriados (Vessey, 1994). Fatores como danos causados pelo manuseio da raiz,
destacamento do nddulo entre outros, sao suficientes para causar diminuicdo na atividade da
enzima, subestimando a FBN (Vessey, 1994). Sem a calibracdo da técnica de reducdo de
acetileno com o ensaio isotépico do °N,, a quantidade de etileno formado n3o pode ser
estimada com exatidao. Um importante passo para a investigagao da FBN por leguminosas na
area de estudo seria o emprego de técnicas de enriguecimento isotépico com | para

descobrir o real indice de conversao entre etileno formado pela ARA e o N; fixado.

Varios trabalhos apresentam estimativas de FBN por leguminosas utilizando o ensaio de
reducdo de acetileno em consdrcio com técnicas isotdpicas (Kreibich et al., 2006; Barron et al.,
2011; Jacot et al., 2000; Pons et al., 2006). Outros ainda mantém-se usando somente a técnica
de redugdo de acetileno como medida da atividade da nitrogenase (Rodriguez-Echeverria et al.,

2012; Gonzalez-Ruiz et al., 2008; Pearson & Vitousek, 2001).

A FBN ndo simbidtica por bactérias diazotroficas de vida livre também foram medidas
para a mesma floresta e mostram padrao semelhante ao encontrado neste capitulo, com taxas
maiores na FTB (1,28 — 1,71 ng N cm? h™*) em relagio a FM (0,83 - 1,22 ng N cm™? h™) (Gomez &
Lambais, 2011).

Vieira et al. (2011) estimaram o estoque de N para a floresta estudada, de 1,21 Mg N ha’
' e 2,26 Mg N ha™ para FTB e FM, respectivamente, considerando o estoque de N da vegetagio
(biomassa viva e morta sobre o solo e biomassa de raizes). Os valores estimados de FBN pelas
leguminosas para cada area correspondem a uma entrada anual de 0,2% e 0,01% dos estoques

para FTB e FM, respectivamente. Os valores sdo baixos, mas Barron et al. (2011); Pons et al.
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(2007); Gehring et al. (2005) também apontam baixos valores de FBN por leguminosas em
floresta tropicais intactas. As estimativas de FBN ndo refletem a capacidades das espécies em
fixar N,, pois a FBN é limitada pelos fatores ambientais, como a disponibilidade de N em
florestas ndo perturbadas, que diminuem a necessidade de FBN. Entretanto, diante de possiveis
disturbios na floresta, onde houver substanciais perdas de N, a eficiente FBN pelo sistema
simbidtico entre rizdbios e leguminosas pode ser um importante mecanismo para a restauracao

das reservas de N apds o disturbio (Pons et al., 2007).

Para o experimento de inoculagdo, as plantas que receberam solugdo nutritiva contendo
4 e 8 mM de N nao formaram nddulos possivelmente porque essas concentragdes mais
elevadas de nitrogénio na composicao da solugao nutritiva inibiram a simbiose entre planta e
rizébio. Camargos (2007) verificou que grandes concentracbes de N na solugdo nutritiva
também inibem a formacao de simbiose entre rizébios e plantas de Calopogonium mucunoides.
Barron et al. (2011) citaram em seu trabalho que para espécies do género Inga, a adicdo de

nitrato diminui e inibe a FBN.

O obijetivo inicial do experimento de inoculacdo era verificar a capacidade de nodulagdo
e a eficiéncia simbidtica de isolados obtidos de nédulos de FTB e FM. O baixo nimero de plantas
gue formaram nddulos foi insuficiente para a aplicacdo de testes estatisticos para detectar
gualquer variacdo. A eficiéncia simbidtica seria analisada através da atividade de reducdo de
acetileno em associagdao com medidas de desenvolvimento como a altura, drea foliar e massa
seca. Para esta anadlise ser possivel, seria necessaria a repeticdo do experimento com alteracoes
na metodologia, e como sugestdo, modificacdes a maneira de aplicacdo do inéculo. Justino
(2009), Xavier et al. (2006), Scheffer-Basso et al. (2001), tiveram sucesso na inoculacdo de
outras leguminosas quando o indculo foi fornecido no momento da transferéncia da semente
germinada para o substrato. A imersdo do sistema radicular no meio liquido do indculo
contendo as bactérias em suspensdo, além da aplicacdo do indculo na superficie do substrato,

podem aumentar as chances de estabelecimento da simbiose.
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No final da experimentacdo com plantas de Inga sessilis, observou-se que alguns
cotilédones, apesar de enrugados e escurecidos, ainda se mantiveram fixados as plantas. Isto
pode ter contribuido para a sobrevivéncia das plantas do tratamento que nao recebeu solugao

nutritiva ao longo dos meses de experimentacao.

A formacdo de nédulos desta espécie com as varias estirpes de rizdbio indica que Inga
sessilis possui baixa especificidade com bactérias do grupo rizobio. Todos os nddulos
apresentaram atividade da enzima nitrogenase, indicando serem potenciais fixadores de N,.
Espécies como Sesbania virgata formaram simbiose com poucas espécies de bactérias,
mostrando-se altamente especifica quanto ao seu simbionte (Moreira et al., 2006). Cassetari
(2011) isolou da parcela de FTB e da FM, 105 estirpes de bactérias presentes nos ndédulos
radiculares e conseguiu uma taxa de 88% de reinoculagdo em Vignia unguiculata que se
apresentou como uma espécie de baixa especificidade. Apesar das estirpes estabelecerem
eficiente interacdo com a leguminosa hospedeira, a FBN pode ndo ser eficiente (Wang et al.,
2012). Para esta confirmagdo em plantas de Inga sessilis, seria necessario verificar parametros

de desenvolvimento como o valor das massas secas dos vegetais em questdo.

Inga sessilis apresentou-se fixando N, nas regides de coleta no Parque Estadual da Serra
do Mar e seu emprego em sistemas com importancia econdmica pode ser relevante. Um
exemplo disto é em Chiapas, México, onde mais de 50% do café cresce em consdrcio com
arvores do género Inga. Esforcos para aprimorar o crescimento e desenvolvimento destas
espécies tém aumentado ultimamente, principalmente para a aplicacdo em sistemas de
agroflorestas devido ao conhecimento da capacidade deste género em contribuir com a FBN

(Grossman et al., 2005).
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3.5 Conclusoes

Os resultados obtidos neste capitulo mostraram que a taxa de nodulacdo e a atividade
da enzima nitrogenase dos nddulos variou nas diferentes estacdes para ambas as dareas
estudadas. A fisionomia de floresta localizada na menor altitude, FTB, apresentou os maiores
valores de nodulagdo e atividade de FBN no outono e os menores valores no verdo. A floresta
de maior altitude, FM, apresentou os maiores valores no outono e primavera. A FTB possui
maiores taxas de nodulagdo e FBN em relagdo a fisionomia localizada na maior altitude. Essas
diferencas apontam para um funcionamento diferenciado entre as duas areas de floresta
quanto a entrada de N neste ecossistema. Os valores estimados de FBN pelas leguminosas para
cada area correspondem a uma entrada anual de 0,2% e 0,01% dos estoques para FTB e FM,
respectivamente. Em experimentacdo, cinco estirpes de rizébios isolados da floresta estudada
formaram associacdo simbidtica com Inga sessilis, que se mostrou uma espécie com baixa
especificidade com seus hospedeiros, formando nddulos radiculares quando recebendo

solugdes nutritivas com baixa concentragao de nitrogénio.

44



Capitulo I

Potencial de fixagdo de N, por cianobactérias de vida livre em Floresta Ombréfila Densa

Montana

4.1 Introducgao

As cianobactérias formam um grupo antigo e diverso de procariotos fotossintéticos,
sendo os primeiros organismos a desenvolver a fotossintese oxigénica e entdo mudar a
atmosfera da Terra, originalmente andxica (Adams & Duggan, 1999). Porém, como
consequéncia da transformacdo da oxigenacdao da atmosfera terrestre, as bactérias que
utilizavam a enzima nitrogenase na FBN foram confinadas a ambientes anaerdbicos, dado que
essa enzima é altamente sensivel ao oxigénio. Entretanto, as cianobactérias capazes de fixar o
N, desenvolveram certas estratégias para proteger seu complexo enzimdtico da atmosfera
aerdbica. Em um dos grupos houve a separacdo temporal entre a fotossintese e a FBN e em
alguns grupos filamentosos, houve a diferenciacdo de uma célula especializada, o heterdcito,
que prové um microambiente adequado para o funcionamento da nitrogenase (Adams &

Duggan, 1999).

O heterdcito, além de proporcionar condi¢des para o bom funcionamento da enzima
nitrogenase, também tem a funcdo de abastecer todo o resto do filamento com os compostos
nitrogenados formados pela FBN (Adams & Duggan, 1999). A criagdo do interior celular
microaerdbico no heterdcito requer uma série de modificacbes de uma célula vegetativa, como
0 aumento no numero de camadas celulares contribuindo para a reducdo da difusdao de gases,
principalmente o oxigénio, a perda da atividade do fotossistema Il, eliminando a producdo de
oxigénio, e a remocao dos tracos de oxigénio que difundem para o interior da célula durante o

processo de FBN (Adams & Duggan, 1999) (fig. 12).
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Célula adjacents

Heterocito

Figura 12: Heterdcito e célula vegetativa adjacente. CP: camada de polissacarideo do heterdcito.
Modificado de Flores & Herrero (2010).

A expressao dos genes envolvidos no desenvolvimento dos heterdcitos e FBN ocorre
somente quando a fonte de nitrogénio no ambiente passa a ser limitada. Nos géneros
Anabaena e Nostoc, a presenca de N inorganico na forma de nitrato ou amoénio pode inclusive
reprimir o desenvolvimento desta estrutura. Assim, espécies fixadoras de nitrogénio sao
encontradas preferencialmente em locais com baixa quantidade de N no solo (Starks et al.,

1981).

As cianobactérias ocupam habitats que incluem vastas areas oceanicas, solos de regides
articas, temperadas e tropicais, lagos de dgua doce e ambientes com condi¢des extremas como
aridos desertos, fontes termais e lagos congelados (Herrero et al., 2001) e também diversas
formacdes vegetais. Sdo responsaveis por significante proporcao do nitrogénio biologicamente
fixado na Terra (Haselkorn & Buikema, 1992). Esta FBN é uma das principais entradas de
nitrogénio em Florestas Boreais (DelLuca et al., 2008). Dojani et al. (2007) sugerem que a
principal entrada de N nos solos proximos de afloramentos rochosos na Floresta Tropical da
Guiana Francesa decorre de processos de lixiviagdo do N, fixado por cianobactéria e

demonstram a importancia dessa contribuicdo na estruturagdo do ecossistema. As
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cianobactérias também sdo responsaveis por inserir importante quantidade de nitrogénio nas

planicies alagaveis da Amazonia (Fiore et al., 2005).

Cianobactérias podem ser de vida-livre ou formar associacdes com fungos formando
cianoliguens, os quais sdo importantes fixadores de nitrogénio na tundra (Alexander et al.,
1978); em associagdao com bridfitas, cycas, e com a angiosperma Gunnera (Bergman et al., 1992;
Bergman et al., 1996; Meeks, 1998). Podem se agregar com particulas de solo, algas, fungos,
liguens e bridfitas, em diferentes proporc¢des, e formar crostas bioldgicas que ficam nos
primeiros milimetros da superficie do solo (Belnalp et al., 2001). Nestas crostas, as partes
envolvidas se mantém agregadas devido a presenca e atividade desta biota, resultando em uma

crosta viva aderida a superficie do solo.

A forma de vida crostosa tem pouca necessidade de umidade e sua capacidade de
utilizar dgua de chuvas, neblina e orvalho as possibilitam a ocupar lugares onde o déficit de dgua
limita o estabelecimento de plantas vasculares. Mas as crostas tém capacidade de crescimento
limitado e ndo conseguem competir com plantas fanerégamas por luz. Sdo de ocorréncia
comum em regides articas, temperadas e tropicais, desde que expostas ao sol, e desaparecem
na falta de agua ou em casos de disturbio ambiental. Em microhabitats mais Umidos,

cianobactérias e liguens representam o componente principal das crostas (Belnalp et al., 2001).

As cianobactérias, nas suas varias formas de vida, participam diretamente de varios
processos biogeoquimicos do solo e influenciam suas propriedades fisico-quimicas. Os principais
processos sdo a acumulacdo de matéria organica e nitrogénio e decomposicdo de minerais
(Shtina & Hollerbakh, 1976). Outras fungbes ecoldgicas conferidas as cianobactérias terrestres
sdo a reducdo da erosdo pelo vento e pela 4dgua (Shtina & Hollerbakh, 1976; West, 1990;
Rahmonov, 1999), dependendo das circunstancias, a inibicdo ou promocdo de germinacao de
sementes (Rahmonov, 2001), e a estabilizacdo e melhoria das condi¢cdes de umidade do solo

(Yair, 2003; Eldridge, 2003).
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Em casos de disturbios em uma floresta, como a queda de uma arvore abrindo clareira
ou uma erupg¢do vulcanica, esses organismos sdo os primeiros a colonizar. E os estadios
sucessionais da comunidade das crostas biolégicas podem ser identificados. Grandes
cianobactérias filamentosas colonizam primeiro, seguidas por cianobactérias menores e algas
verdes. Apds a estabilizacdo da superficie do solo, aparecem os liquens e musgos. Em regides
temperadas e tropicais, esses organismos influenciam na formacdo do solo, assim como no
restabelecimento de uma vegetacdo vascular, processos que podem durar décadas (Belnalp et

al., 2001).

Espécies do género Nostoc estdao entre as cianobactérias mais amplamente distribuidas
(Whitton & Sinclair, 1975), e muitas sdo reconhecidas pela sua capacidade de FBN. A
dominancia do género Nostoc é reportada para varios habitat terrestres (Olson et al., 1998). A
predominancia de Nostoc em certos habitat tem sido atribuida a sua capacidade de permanecer
desidratada por meses e até anos, e entdo recuperar sua atividade metabdlica em pouco
tempo, questdo de horas, apds a reidratacdo; a sua habilidade de proteger superficies de danos
causados por raios solares; a sua resisténcia a predacdo devido a sua capacidade de formacao
de enormes col6nias que cobrem extensas superficies do solo e que sdo muito grandes para

serem totalmente exterminadas por algivoros (Dodds et al., 1995).

A FBN por cianobactérias pode ser determinada de forma indireta pela atividade da
enzima nitrogenase dos heterdcitos ou de forma direta através de técnicas de isotopia. Existem
dois isétopos estaveis do N (**N e >N) e a média natural de abundancia no ar desses isétopos é
a constante de 99,63%o. e 0,3663%o para “N e 15N, respectivamente. A conversdo de N, por FBN
parece discriminar pouco contra >N, ent3o a assinatura isotopica dos organismos fixadores de
nitrogénio, quando estdo fixando, tende a ficar préxima de 0%. (Ehleringer & Rundel, 1989). Por
outro lado, espécies que ndo sdo capazes de fixar N, atmosférico mostram grande varia¢do na
sua razdo isotdpica dependendo da taxa de mineralizacdo do N no solo (Garten & Van Miegroet,
1994). Dessa forma, o 6"°N dos organismos pode ser usado pra determinar se a fonte de N é

predominantemente de origem atmosférica ou oriunda do solo.
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Tem-se muita informagdo em relagdo a FBN sobre as formas de vida livre de
cianobactérias do oeste dos Estados Unidos, Australia, Israel e Asia, mas pouca informacdo
sobre a ocorréncia na América do Sul (Belnap, 2002). Isto pode estar relacionado com o fato de
que algumas pesquisas se concentrarem em certas areas onde estas formas de vida sdo mais

importantes ou mais aparentes no ecossistema.

Poucos sdo os relatos de ocorréncia de crostas bioldgicas de solo na América do Sul. Os
registros sdo na savana Umida da Venezuela, no chaco argentino, no deserto chileno e na
caatinga brasileira (Belnalp et al., 2001). Outras formas de vida sdo descritas para a Floresta
Atlantica como a macica presenca de cianobactérias vivendo na filosfera (superficie das folhas
dos vegetais) (Gongalves 2011) e a diversidade de biofilmes de cianobactérias crescendo sobre
afloramentos rochosos (inselbergs) (Biidel et al., 2002). Mesmo assim, a flora de cianobactérias
para ambientes terrestres brasileiros, inclusive da Floresta Atlantica, é quase totalmente
desconhecida (Sant’Anna et al., 2007, Sant’Anna et al., 2011) e ndo se tem informacdo sobre a
relacdo da presenga das cianobactérias de vida livre e sua relagdo com a FBN na Floresta

Atlantica.

O objetivo desse trabalho foi estimar a FBN por cianobactérias de vida livre num trecho
de Floresta Ombrofila Densa Montana. Os objetivos especificos foram comparar a FBN por
cianobactérias de vida livre entre areas de floresta intacta e areas antropizadas para o inverno e
verdo, e estimar o potencial de FBN através do uso de técnicas isotdpicas utilizando cepas de

Nostoc sp isoladas da regido estudada.

49



4.2 Material e métodos

4.2.1 Coleta de cianobactérias no campo

O Nucleo Santa Virginia foi escolhido como darea de estudo por apresentar areas com
evidente ocorréncia de cianobactérias de vida livre. Foram amostradas dreas na floresta intactas
e areas que sofreram remocdo da vegetacao. Nas regides de floresta intacta, as cianobactérias
ocorriam em locais expostos a radiagdao solar, como em rochas que margeavam e entremeavam
alguns rios formando cachoeiras. As areas amostradas que tiveram a vegetagao removida sdo
trechos onde foram construidas edificacdes para dar suporte administrativo e cientifico ao
Nucleo. Nestas dreas ha fluxo constante de pessoas e veiculos e foram consideradas areas

antropizadas (fig. 13).

As coletas foram realizadas no verdo (fevereiro de 2010) e no inverno (julho de 2010).
No verdao foram amostrados 13 pontos de ocorréncia desses organismos e 12 pontos no
inverno. As coletas foram realizadas entre as latitudes S 232 19’ e S 232 20’ e longitudes W 452
05’ e W 452 09’. Cada ponto de coleta consistiu de uma area delimitada por um quadrado de 25
cm de lado (fig. 15). Dentro desta area foram retiradas 4 fragmentos de col6nia que tiveram

suas areas medidas com o auxilio do programa ImageJ 1.42q (Rasband, 2010).
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Figura 13. Imagem de satélite mostrando areas onde a vegetacdo do Nucleo Santa Virginia foi
retirada. A: Base Iltamambuca; B: Sede Administrativa. Poligonos amarelos evidenciam as dreas
antropizadas. Fonte: Google, 2011.
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4.2.2 Atividade da enzima nitrogenase

A atividade da enzima nitrogenase foi medida através da Atividade Reducdo de Acetileno
(ARA) de acordo com Stewart et al. (1967). As amostras foram colocadas em frascos de vidro de
40 mL vedados hermeticamente com tampas com septos de silicone. Como as amostras foram
coletadas diretamente do ambiente, ao serem colocadas nos fracos para a determinagao da
ARA, estas recebiam uma pequena quantidade de agua destilada para recuperar a atividade

metabdlica de partes que pudessem estar desidratadas (Belnap, 2002).

Com uma seringa, uma porcdo de 4 mL do conteldo gasoso interno do frasco foi
removido e substituido por 4 mL de gas acetileno (C,H,). Os frascos foram deixados em
incubacdo nos locais de coleta para a preservacao das condicGes naturais de temperatura e
radiacdo solar por um periodo de 24 horas. Posteriormente, 10 mL do conteido gasoso dos
frascos foi transferido para frascos do tipo Vacutainers® de 10mL e levados para o laboratério
para posterior analise por cromatografia gasosa. Dois frascos sem amostras foram feitos como
brancos. A atividade foi expressa em mols 10 de etileno formados por metro quadrado por dia

(mmol etil m™ d?).

4.2.3 Estimativa da fixacdo de nitrogénio por técnicas de isotopia

A estimativa da FBN foi calculada a partir da obtencdo de um indice de conversdo entre
os valores de atividade da enzima nitrogenase e quantidade de N, fixado. Cepas selecionadas de
cianobactérias foram submetidas ao enriquecimento isotépico com °N,, analisadas quanto a

abundancia natural de N e a atividade da enzima nitrogenase.
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4.2.3.1 Cultivo

Para o cultivo, o material coletado em campo foi isolado no Nucleo de Pesquisa em
Ficologia do Instituto de Botanica de S3o Paulo. As amostras passaram pelo processo de
pescaria para o isolamento e purificacdo das cepas. O método de pescaria consiste em isolar

individuos de uma Unica espécie através de sucessivas “pescagens”, como descrito a seguir.

Em uma lamina flambada é colocada uma gota da amostra, que pode estar composta por
mais de uma espécie, e varias gotas de meio de cultivo. Ao microscépio éptico (ocular de 10 e
20 x), com o auxilio de uma micropipeta, retiram-se organismos da gota da amostra que sao
transferidos para a gota com meio de cultivo limpo e assim sucessivamente, até que se obtenha
apenas um organismo na gota. Apds este procedimento, o individuo isolado é transferido para
um tubo de ensaio com pequena quantidade de meio. Os tubos sdo entdo mantidos em sala de
cultura com condigGes constante de temperatura (23+1 °C), irradiancia (40-50 pumol fétons m?s
!) e fotoperiodo (14-10h claro-escuro). As cepas isoladas foram depositadas na Colecdo de
Cultura do Instituto de Botanica (CCIBt) sob os seguintes numeros de acesso: CCIBt 3290, CCIBt
3291, CCIBt 3292, CCIBt 3305.

Apds 30 dias as amostras foram transferidas para erlenmeyers contendo 500 ml de meio
de cultura BG-11; (meio liquido sem nitrogénio, anexo 4) (Rippka, 1979), e deixadas em agitador
de Kline para crescimento. Com o crescimento das culturas, estas foram sendo repicadas para
frascos maiores e acrescentado mais meio liquido BG-11,, até que se obtivesse biomassa

suficiente para a realizacdo dos experimentos.

Todo procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar previamente esterilizada

por meio de luz UV durante 30 min.
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4.2.3.2 Técnicas de isotopia

Para o experimento com técnicas de isotopia, as células dos meios de culturas foram
previamente concentradas por centrifugacdo durante 15 minutos a uma velocidade de 3000
RPM. O sobrenadante foi descartado. A biomassa fresca de cianobactérias foi separada em lotes
de mesmo peso e ressuspendidas em 60 ml de novo meio de cultura BG-11y e colocados em
frascos de vidro de 600 ml e deixados over-night em agitador e luz constante. Posteriormente,
os frascos com as cepas em meio de cultura foram vedados hermeticamente e divididos nos
seguintes ensaios que foram incubados simultaneamente por 2 h em agitador a 60 RPM e sob

irradiancia de 40-50 pmol fétons m?2s™:
e Dois frascos para enriquecimento com 15N2;
e Dois frascos para avaliacio da Abundancia Natural de *N;
e Dois frascos para avaliacdo da Atividade de Reducdo de Acetileno (ARA).

Para o ensaio de enriquecimento isotdpico, cinco por cento do volume interno gasoso do
frasco foi retirado e substituido pelo mesmo volume de gas >N, da marca Aldrich® (99% de
atomos de °N,). Os frascos para avaliagio da abundancia natural de N n3o tiveram a
composi¢ao gasosa alterada. No ensaio de ARA, os frascos tiveram 10% do volume gasoso

interno retirado e substituido pela mesma quantidade de géas acetileno.

Apds o periodo de incubacdo, os meios de cultura dos ensaios para determinacdo do
enriquecimento e abundancia natural foram centrifugados. O sobrenadante foi descartado. A
biomassa foi colocada em placas de vidro, e levadas para serem desidratadas em estufa por 48 h
a 60°C. As amostras foram moidas e transferidas para tubos do tipo Eppendorfs® e enviadas
separadamente ao Centro de Energia Nuclear da Agricultura-CENA-USP para a anadlise isotdpica
em espectrometro de massa (Automated Nitrogen and Carbon Analysis - Mass Spectrometry -
Solid and Liquid Sample ), modelo ANCA-MS-SL 20/20 Stable Isotope Analyser, com fluxo viscoso

de ionizagdo por impacto de elétrons, da Europa Scientific® (Atualmente da SERCON®). Apds o
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ensaio de ARA, 10 ml do volume gasoso dos frascos foram transferidos para tubos do tipo

Vacutainers®, e levados até a Unicamp, para analise por cromatografia gasosa.

A guantidade de N, fixado foi calculada usando a seguinte formula proposta por Liengen

(1999):

_atom% "*Neycess total Namostra- 10° 100
B 100 ' t "% 15N,

Onde:

X: mg N g ms* h™ (ms: massa seca);

atom % PNeycess: @ diferenca entre a porcentagem de atomos de >N da amostra e do controle;
total Namostra: quantidade de nitrogénio em da amostra (mg.100 g ms'l);

t: tempo de incubagao;

%"N,: porcentagem de *°N, do volume gasoso do frasco de incubagio;

4.3 Resultados
4.3.1 Ocorréncia
A ocorréncia de cianobactérias foi registrada e classificada nas seguintes formas de vida:

e Cianobactérias coloniais (Co), formadas por colonias mucilaginosas de Nostoc sp.;
e (Cianobactérias crostosas (Cr), formadas por associa¢cdo de cianobactérias com outros

organismos e solo.

Nas regides de floresta intactas, ambas as formas de vida de cianobactérias ocorreram
em areas expostas ao sol onde ndo havia cobertura pelo dossel. Esses organismos estavam

presentes sobre as rochas que circundam os rios. Nestes ambientes, Co encontravam-se presas
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preferencialmente sobre as rochas das regides mais Umidas que recebem um spray de agua
formado pelo impacto da correnteza com as rochas (figs. 14A e 14B). J& Cr, encontravam-se
particularmente localizadas nas depressdes das rochas, onde hd um acimulo de sedimentos e
também nas dreas que permaneciam mais tempo ressecadas (figs. 14C e 14D). Foi verificado

gue durante as cheias dos rios, nos periodos mais chuvosos do ano, parte das Co e Cr foram

arrancadas pela correnteza.

—

Figura 14. Formas de vida de cianobactérias presentes nas areas nao perturbadas do Nucleo
Santa Virginia. A e B: cianobactérias coloniais sobre rocha préxima ao Rio Pirapitinga; C e D:
cianobactéria crostosa préximo ao rio Ipiranga.
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As figuras 13A e 13B mostram dareas antropizadas do parque, constituidas pelas
construgdes da base Itamambuca e da sede administrativa, respectivamente. A figura 15 mostra

as formas de vida de cianobactérias que ocorrem de forma abundante nestas areas.

_.\:||;|.|||

Figura 15. Formas de vida de cianobactérias presentes nas regides perturbadas do Nucleo Santa
Virginia. A: Crostosa; B: Colonial. Gabarito de madeira delimita uma drea de 25 cm de lado.

Como nao houve manuteng¢do da area ao entorno da Base ltamambuca no periodo do
estudo, foi possivel obervar que no inicio do ano de 2009 a predominancia no local era de
cianobactérias coloniais e que ao longo do tempo foi sendo substituida por cianobactérias

crostosas e depois por vegetacdo herbdacea até final de 2010.

4.3.2 Atividade da enzima nitrogenase

As analises foram feitas baseando-se nas formas de vida das cianobactérias coletadas, se
Cr ou Co, e se presentes em locais onde a cobertura vegetal foi retirada (regidgo degradada) (D)
ou intacta (I) do Nucleo Santa Virginia. Ndo houve coleta de Cr para locais | no verdo. Os locais

de coleta estdo identificados na tabela 3.
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Tabela 3. Locais de coleta para o verdo e o inverno e valores médios da atividade da enzima
nitrogenase para diferentes formas de vida de cianobactéria e condi¢des locais de preservacao
no Nucleo Santa Virginia — Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Luiz do Paraitinga - SP.

Local Forma ARA (mmol Condigdo de
de vida etibm?.dia™) preservacio
Verdo
Cachoeira Salto Grande 12 Queda (a) Co 1,09+0,52 [
Cachoeira Salto Grande 12 Queda (b) Co 0,79+0,91 I
Cachoeira Salto Grande 22 Queda (c) Co 2,51+0,20 I
Cachoeira Salto Grande 22 Queda (d) Co 1,41+1,12 [
Sede administrativa (e) Co 26,79+4,87 D
Sede administrativa (f) Co 11,41+8,97 D
Sede administrativa (g) Co 2,53+1,36 D
Sede administrativa (h) Co 3,53+2,69 D
Sede administrativa (i) Co 35,22+13,1 D
Sede administrativa (j) Cr 2,69+1,50 D
Sede administrativa (k) Cr 0,1940,06 D
Base Itamambuca (l) Cr 5,84+0,69 D
Base Itamambuca (m) Cr 4,52+12,26 D
Inverno
Cachoeira Salto Grande (a) Cr 7,21+0,64 I
Cachoeira Salto Grande 12 Queda (b) Co 11,60+0,98 [
Cachoeira Salto Grande 22 Queda (c) Co 31,85+48,1 [
Cachoeira Salto Grande 22 Queda (d) Co 8,5516,85 [
Sede Administrativa (e) Co 43,90436,1 D
Sede Administrativa (f) Co 28,63+21,5 D
Sede Administrativa (g) Cr 16,79+3,88 D
Sede Administrativa (h) Cr 9,47+2,74 D
Base Itamambuca (i) Cr 11,3615,66 D
Base Itamambuca (j) Cr 27,89+21,8 D
Cachoeira do Angelim (k) Cr 6,30+1,60 [
Cachoeira do Angelim (l) Cr 5,76%1,22 [

Letras entre parénteses indicam os diferentes pontos de coleta. Co = coloniais; Cr =
crostosas; D = locais degradados; | = locais intactos.

Os valores da atividade da enzima nitrogenase foram muito varidaveis dentro de cada

amostra, o que gerou grandes valores de desvio padrdo (Tab. 3). Todas as amostras tiveram
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atividades quando comparadas com a amostra representada pelo controle, que variaram entre

0,19 a 35,22 para o verdo e 5,74 a 43,90 mmol etil m™. dia™ para o inverno (Tab. 3).
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Figura 16. Variagao entre os valores médios da atividade de redugao de acetileno segundo o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ANOVA ao nivel de significancia de 5%. Cr:
cianobactérias crostosas; Co: cianobactérias coloniais; inv: inverno; v: verdo; I: locais intactos; D:
locais degradados. Letras iguais representam similaridade estatistica, letras diferentes
representam variacao estatistica segundo o teste Mann-Whitney (p<0,05).

A figura 16 mostra a variacdo dos valores de ARA entre as formas de vida e as estac¢des.
Ambas as formas de vida apresentam uma maior atividade da enzima nitrogenase para os locais
degradados e para o inverno. Apesar de ndo diferir estatisticamente, Co apresentam valores de

atividade mais elevados em comparagao a Cr.
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4.3.3 Estimativa da fixacao bioldgica de nitrogénio por técnicas de isotopia

Dez cepas isoladas de cianobactérias apresentaram crescimento no meio de cultura, mas
somente quatro tiveram crescimento consideravel e foram selecionadas para a experimentacao
de enriguecimento isotdpico. As cepas foram identificadas como pertencentes ao género

Nostoc.

As cepas 3291 e 3292 sdo provenientes das amostras coletadas em locais intactos, nas
redondezas da cachoeira do Ipiranga e sobre rocha na cachoeira Salto Grande, respectivamente.
As cepas 3290 e 3305 foram coletadas em locais degradados, sobre concreto ao entorno da
base Itamambuca e sobre solo com britas na sede da administracdo do parque,

respectivamente.

Os resultados obtidos da experimentacdo isotdpica e dos calculos de conversdo entre

valores de ARA e N, fixado sdo mostrados na tabela 4.

Tabela 4. Atividade de FBN medido pela incorporacdo de >N, em 4 cepas de Nostoc sp.
N total

1 %Atom Nexcess CoHa/N;
(mgNgms™)
3290 1,159+0,112 0,00751+0,00039 4,38+1,06
3291 0,983+0,061 0,00903+0,00245 1,61+1,28
3292 1,039+0,027 0,00499+0,00079 1,0040,03
3305 0,831+0,064 0,00738+0,00073 1,37+0,77

Nota: A abundancia natural média de >N das culturas controle foi 0,36580,0002.

4.3.4 Potencial de fixagao bioldgica de nitrogénio pelas formas de vida nos locais de

ocorréncia

Com os valores da conversdao C,Hs/N, obtidos pelo experimento de enriquecimento

isotopico, foi possivel estabelecer um valor médio de 2,09. Extrapolando estes valores para os
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resultados obtidos para o Nucleo Santa Virginia, foi possivel estimar o potencial de FBN para

cada circunstancia, mostrado na tabela 5.

Tabela 5. Potencial de FBN por cianobactérias de vida livre do Nucleo Santa Virginia.

Formas de vida gN mZa’
Crosta de locais intactos 30,63
Crosta de locais degradados 48,12
Coldnias de locais intactos 46,00
Colonias de locais degradados 127,53

Para a estimativa anual, foram utilizado valores para 6 meses de inverno e 6 meses de verao.

4.4 Discussao

A presenga permanente de formas de vida livre de cianobactérias sobre superficies
expostas de rochas é bem descrita para ambientes temperados, mas pouco estudada em dareas
tropicais (Budel et al., 2002). A presenca sobre as numerosas rochas nas margens dos rios,
principalmente do Rio Pirapitinga, condiz com os relatos, ja que sdo organismos resistentes a
estes microambientes que sofrem variagdes extremas nos niveis de hidratacdo ao longo do dia e
altas taxas de radiacdo solar (Budel, 1999). Ja em outras areas de floresta, a presenca destas
formas de vida pode ser efémera, podendo aparecer ou desaparecer dependendo do estagio

sucessional local (Bowker, 2007).

As regiGes degradadas do Nucleo Santa Virginia sdo areas do parque que tiveram sua
vegetagdo extraida para dar espago a estradas e construgao da sede administrativa e bases de
pesquisa do Nucleo Santa Virginia. Para a manutenc¢do destas areas, sdo realizadas limpezas
constantes como cortes e eliminacdo de toda a vegetacdo que se desenvolve nos arredores, o
que favorece a maior abundancia das formas de vida livre de cianobactérias. Estas areas foram
uteis para verificar o surgimento das formas de vida de cianobactérias, sendo as primeiras

espécies a aparecerem, dando inicio a um processo de sucessao.
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A drea antropizada ao entorno da Base Itamambuca é de apenas poucos metros, mas
permitiu acompanhar um rapido processo sucessional. A presenca das cianobactérias em areas
degradadas tem importante papel na sucessao secundaria, preparando o solo para as plantas

gue colonizardo na sequéncia (Bowker, 2007).

A grande variagdo nos valores da atividade da enzima nitrogenase entre as amostras
também é relatada por outros autores (Aranibar et al., 2003; Fiore et. al., 2005) e pode ser
devido a variacdo no nimero de heterdcitos nos tricomas os quais sdo diferentes dependendo

da espécie e das condi¢des do meio (Wolk et al., 1994).

Estudos mostram que o potencial de FBN pelas formas de vida livre de cianobactéria é
dependente dos regimes de luz, precipitacdo, temperatura, hidratacdo e intensidade luminosa
do passado e do presente (Zhao et al., 2010). A varia¢cdo da atividade da enzima nitrogenase
entre o verdo e o inverno pode ser explicada principalmente pelas variacdes de temperatura e
umidade (Belnap, 2002). Trabalhos em regiGes temperadas apontam para maiores atividades da
enzima no outono e primavera, estacdes que apresentam condi¢cdes amenas de temperaturas e
umidade jd que, para estas regides, o verdao costuma ser seco e o inverno conta com
temperaturas muito baixas, condicdes que afetam a atividade desta enzima (Stewart et al.,
1967; DuBois & Kapustka, 1983). J& o clima regional do Nucleo Santa Virginia é tropical
temperado, sem estacdo seca (Setzer, 1966), com precipitacdo medial anual igual a 1.200 mm.
Mesmo nos meses mais secos, junho a agosto, a precipitacdo média mensal nunca é inferior a
30 mm (Joly et al., 2008), o que pode favorecer a manutencdo da atividade da enzima ao longo

de todo ano.

N3do ha dados de nutrientes do substrato para as dareas coletadas, mas com a
temperatura e a precipitagdo aumentada no verdo, as taxas de decomposicdo de qualquer
matéria organica dos solos pode ser aumentada, aumentando a disponibilidade local de
compostos nitrogenados, e consequentemente, a diminuicdo da atividade da enzima

nitrogenase (Vitousek et al., 2002).
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Os solos da Mata Atlantica s3ao pobres em nutrientes, e é a cobertura vegetal que
garante um eficiente mecanismo de ciclagem de nutrientes (Joly et al., 2008; Vitousek &
Sanford, 1986). As cianobactérias dos locais degradados tiveram os maiores valores de atividade
da enzima nitrogenase, que pode refletir uma possivel pobreza mineral dos solos expostos e
sem cobertura vegetal. Essas condicdes favoreceriam a expressdao dos genes para formacado de

heterdcitos e FBN das cianobactérias (Adams & Duggan, 1999).

Foi possivel notar, para as areas degradadas, uma area central totalmente sem
vegetacdo sendo colonizadas por cianobactérias coloniais e no entorno, a existéncia de uma
faixa colonizada por cianobactérias crostosas. Além desta, existe uma faixa ocupada por
vegetacdo herbacea e depois por uma vegetacdo mais desenvolvida. Segundo Belnap (2002),
inicialmente pode haver o estabelecimento de col6nias de Nostoc sp., que fixam quantidades
substanciais de N,. As Cr aparecem apds a estabilizagdo deste solo. A mudanga na taxa de FBN é
esperada com as mudancas na composicdo das espécies. Trabalhos demonstraram que o
potencial de FBN varia com o estadio sucessional dessas formas de vida (Belnap, 2006;
Housman et al., 2006), assim como a biomassa de fixadores de N, muda ao longo do processo
sucessional (Belnap, 2002). Cianobactérias Cr fixariam menos por serem um agregado de varios

organismos, tendo uma menor biomassa de cianobactérias em relacdo a Co.

As cepas 3291, 3292 e 3305 apresentaram menores valores de conversdo em
comparacdao com a cepa 3290. Isto significa que a incorporacao de >N foi maior em relacdo a
producdo de etileno. Liengen (1999) encontrou valores de conversdo ainda mais baixos para
colonias de Nostoc commune de ambientes articos, que variaram entre 0,11 e 0,48. O valor de
conversao de 4,38+1,06 encontrado para a cepa 3290 estd préoximo do valor tedrico proposto e
esta de acordo com os valores descritos para outros trabalhos de enriquecimento para culturas
de outras cianobactérias (Hardy et al., 1973; Montoya et al., 1996, Liengen, 1999) ou de
sistemas simbidticos que tém as cianobactérias como organismo fixador de N, (Delucca et al.,
2002). Muitos trabalhos utilizam o valor tedrico de conversdo de 4:1 que é baseado no niumero

de elétrons envolvidos na reagdo. S3o necessarios quatro vezes mais elétrons para reduzir um
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mol de N, que para reduzir um mol de acetileno. Mas foram encontrados poucos trabalhos que
obtiveram valores de convers3o por meio de enriquecimento isotépico com N, (Hardy et al.,

1973; Montoya et al., 1996, Liengen, 1999, Delucca et al., 2002).

Liengen (1999) sugeriu que baixos valores de conversdo podem ser resultantes de
subestimacdo da producdo de etileno, pois algumas cianobactérias possuem a enzima
nitrogenase formada por vanadio que é menos eficiente para a reducdo de acetileno em
comparacdo com a nitrogenase que tem o molibdénio como componente. Alguns organismos
podem portar genes para desenvolver os dois tipos de nitrogenase, mas expressar um ou outro
dependendo das condi¢des ambientais (Miller & Eady, 1988). Outro fator que subestimaria a
atividade de reducdo de acetileno seria a presenca de camada mucilaginosa composta de
polissacarideos, que envolvem as colonias e que é tipica do género Nostoc. Essa camada
provavelmente apresenta um coeficiente diferenciado de difusdo entre N, e C,H, (Stewart,
1980). A presenca desta camada mucilaginosa pode diminuir os valores de conversdo, pois

diminui a passagem do gds acetileno em relagao ao N,.

As cepas ndo foram identificadas no nivel especifico ou caracterizadas quanto ao tipo de
nitrogenase ou quanto a preseng¢a de mucilagem. Entretanto, foi possivel observar maior
presenca de mucilagem nos trés meios de cultura que tiveram os menores valores de conversao
(3291, 3292 e 3305) em relagdo a cepa 3290 (anexo 5). Nesta situacdo, as cepas apresentariam
o valor de conversdo préximo ao valor tedrico proposto. Caso contrario, esta variacao de valor
entre as cepas podem estar relacionadas com a capacidade intrinseca de cada espécie em fixar

N,.

E dificil fazer comparacdes de estimativa de FBN com outros trabalhos, pois estes
reportam valores em diferentes unidades de medida, por hora ou por ano, e em diferentes

escalas que vdo de cm™ a ha?, além de a maioria ter sido feitos em ambientes aridos.

Para os trabalhos que estimam a FBN, os que relataram os maiores valores, mostram

que a FBN pode chegar a mais de 13 kg de N ha* ano™ para regides semiaridas (Zhao et al.,
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2010), 16,5 kg de N hatano™ em floresta temperada (Antoine, 2004), e 13,2 g N m? ano! em
areas desérticas (Su et al., 2011). Os valores estimados neste trabalho para a Floresta Atlantica
sdo maiores que os encontrados nos trabalhos realizados em regides aridas ou temperadas e se
aproximam mais dos valores apontados por Su et al. (2011) em a&areas de deserto.
Possivelmente, sao as condigdes de temperatura e umidade e as condigdes de preservagao da

Floresta Atlantica que favorecem as altas taxas de FBN.

4.5 Conclusdo

As formas de vida livre de cianobactérias se apresentaram fixando N,, principalmente em
areas perturbadas que tiveram a cobertura vegetal removida. O processo de FBN por estes
organismos sofre influéncia das estacGes, apresentando maior atividade no inverno em relagao
ao verdo. As estimativas mostraram que as cianobactérias coloniais presentes em locais
degradados fixam grandes quantidades de N,, contribuindo para a reestruturacdo do solo e

vegetagdo destes locais.
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5. Consideragoes finais

Os resultados apresentados nesta dissertacdo estimaram valores de FBN por sistemas
simbidticos entre leguminosas e rizébios em duas diferentes fisionomias de Floresta Atlantica
localizada no Parque Estadual da Serra do Mar além de valores potenciais de FBN por
cianobactérias de vida livre em areas intactas e dreas antropizadas da fisionomia de Floresta

Montana no Nucleo Santa Virginia.

As duas fisionomias de floresta estudadas apresentaram diferentes valores de FBN por
leguminosas contribuindo para a demonstracdo de que apesar de ser a mesma floresta, as

fisionomias apresentam funcionamento diferente.

A sazonalidade exerceu influéncia na FBN tanto para o sistema simbidtico entre
leguminosas e rizébios quanto para as cianobactérias de vida livre. A taxa de FBN se mostrou
maior no inverno. No verdo, o efeito da precipitacdo e temperatura aumentadas podem
potencializar os processos de decomposicdo e mineralizacdo da matéria organica do solo,

disponibilizando nitrogénio para os organismos e diminuindo a necessidade de FNB.

A FBN por leguminosas nas fisionomias de floresta estudadas é baixa e esta de acordo
com o que é relatado para outras florestas tropicais intactas. A FBN por cianobactérias em
regidoes de floresta intactas também é menor em comparagdo com areas que tiveram a

vegetacao removida.

A espécie Inga sessilis, apesar de formar simbiose com nove das 10 estirpes de rizébio
testadas, ndo estabeleceu simbiose na presenca de grandes concentracbes de nitrogénio na

solugdo nutritiva.
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7. Anexos
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Nédulos encontrados no inverno. A: GO (FTB); B: 17 (FTB); C: B2 (FTB); D: CO (FTB); E: D4 (FTB); F:
E1 (FTB); G: HO (FTB); H: H6 (FTB); I: 17 (FTB); J: JO (FTB); K: J6 (FTB); L: B4 (FM); M: C4 (FM).
Letras e numeros correspondem a localizacdo dos nddulos nas subparcelas coletadas. Sigla
entre parénteses corresponde a parcela coletada (FTB: Parcela da Floresta de Terras Baixas; FM:
Parcela da Floresta Montana).
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Anexo 1b.
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Nodulos encontrados na primavera. A: A8 (FTB); B: C8 (FM); C: C8 (FM); D: C8 (FM); E: B4 (FM);
F: CO (FTB); G: C4 (FM); H: F1 (FTB); I: DO (FM); J: C8 (FM); K: C8 (FM); L: C8 (FM); M: F1 (FTB); N:
GO (FTB); O: GO (FTB); P: GO (FTB); Q: HO (FTB); R: 12 (FTB); S: JO (FTB); T: JO (FTB); U: JO (FTB); V:
J4 (FTB); X: JO (FTB); Z: F1 (FTB); W: C8 (FM). Letras e nimeros correspondem a localizagdo dos
nodulos nas subparcelas coletadas. Sigla entre parénteses corresponde a parcela coletada (FTB:
Parcela da Floresta de Terras Baixas; FM: Parcela da Floresta Montana).
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Anexo 1c.
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Nodulos encontrados no verdo. A: C8 (FM); B: A3 (FTB); C: B4 (FM); D: C4 (FM); E: C8 (FM); F: F1
(FTB); G: F1 (FTB); H: GO (FM); I: G6 (FTB); J: HO (FTB); K: H6 (FTB); L: JO (FTB); M: F1 (FTB); N: 17
(FTB); O: 17 (FTB); P: 17 (FTB); Q: 17 (FTB). Letras e numeros correspondem a localizagao dos
nodulos nas subparcelas coletadas. Sigla entre parénteses corresponde a parcela coletada (FTB:
Parcela da Floresta de Terras Baixas; FM: Parcela da Floresta Montana).
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Anexo 1d.
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Nodulos encontrados no outono. A: A2 (FTB); B: A8 (FTB); C: C8 (FM); D: C8 (FM); E: C8 (FM); F:
B4 (FM); G: B8 (FTB); H: C4 (FM); I: D6 (FTB); J: E1 (FTB); K: GO (FTB); L: F1 (FTB); M: E1 (FTB).
Letras e nimeros correspondem a localizagdo dos nddulos nas subparcelas coletadas. Sigla
entre parénteses corresponde a parcela coletada (FTB: Parcela da Floresta de Terras Baixas; FM:
Parcela da Floresta Montana).
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Anexo 2. Mapas de superficie
Anexo 2a.

Etibeng (pmol}
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Superficies demonstrando a interpolagdo dos valores da atividade da enzima nitrogenase na
parcela da Floresta de Terras Baixas nas estacdes inverno (A), primavera (B), verdo (C) e outono

(D). Areas brancas indicam auséncia de atividade, dreas coloridas indicam atividade variavel de
acordo com a escala de cor.
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Anexo 2b.

Etileno {imal)
4560

I =0 000

Superficies demonstrando a interpolacdo dos valores da atividade da enzima nitrogenase na
parcela da Floresta Montana nas estacdes inverno (A), primavera (B), verdo (C) e outono (D).
Areas brancas indicam auséncia de atividade, areas coloridas indicam atividade varidvel de
acordo com a escala de cor.
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Fotos de alguns ndédulos formados pelas estirpes: A: Bradyrhizobium sp4 (2 mM de N); B:
Bradyrhizobium sp4 (2 mM de N); C: Bradyrhizobium sp4 (2 mM de N); D: Bradyrhizobium sp4 (2
mM de N); E: Bradyrhizobium sp3 (2 mM de N); F: Bradyrhizobium sp3 (s/N); G: Bradyrhizobium
sp2 (2 mM de N); H: Bradyrhizobium spl (2 mM de N); I: Rhizobium tropici (s/N); J: Rhizobium
tropici (s/N); K: Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (s/N); L: Rhizobium leguminosarum bv.
phaseoli (s/N); M: Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli (s/N); N: Rhizobium tropici, type |IB
(s/N); O: Rhizobium tropici, type 1B (s/N); P: Rhizobium tropici, type IIB (s/N); Q: Rhizobium
tropici, type 1IB (s/N); R: Bradyrhizobium japonicum (s/N); S: Bradyrhizobium elkani (s/N); T:
Bradyrhizobium elkani (s/N); U: Bradyrhizobium elkani (s/N); V: Bradyrhizobium elkani (s/N); X:
Rhizobium tropici, type IIB (s/N); Z: Bradyrhizobium spl (s/N); W: Bradyrhizobium sp4 (s/N).
Valores entre parénteses representam a quantidade de N na solu¢do nutritiva aplicada em cada
tratamento (s/n: solugdo nutritiva ndo contendo N; 2 mM de N: solugdo nutritiva contendo 2
mM de N).
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Anexo 4.
Meio BG-11 (Ripka 1979) sem NaNOs (BGo)

Nutrientes — Solucdo-estoque Quantidade (g/L)
EDTA (C1oH16N0s) 0,1

Citrato férrico amoniacal (CgHgO~ xFe3* yNH;3) 0,6

Solucdo metais tracos* -

Fosfato acido dipotassio trihidratado (K;HPO4 3H,0) 4,0

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS04 7H,0) 7,5

Cloreto de calcio dihidratado (CaCl, 2H,0) 3,6

Carbonato de sédio (Na,COs) 2

Acido citrico (CgHgO7 H,0) 0,6

*Solucdo de metais traco Quantidade (g/L)
H3BOs 2,8600
MnCI2.4H20 1,8100
ZnS047H,0 0,2220

Na,MoO, 0,3900

CuSO4 5H,0 0,0790
Co(N0Os0),.6H,0 0,0494

As solucbes estoques sdo mantidas congeladas.
Para se preparar 1L de meio na concentracdo de 1:1, utiliza-se os seguintes volumes de cada
solugdo estoque:

10 mL da solucdo de EDTA;

10 mL da solucdo de Citrato Férrico Amoniacal;
1 mL da solucdo de metais tracos;

10 mL da solucdo de K;HPO,4 . 3H,0;

10 mL da solucdo de MgSQ, . 7H,0;

10 mL da solucdo de CaCl, . 2H,0;

10 mL da solucdo de Na,COs;

10 mL da solucao de Acido citrico.

Pipeta-se o volume de cada solugdo em um Erlermeyer com capacidade para dois litros,
para que se possa agitar. Apds a adicao das solucdes o volume é completado até 1000 mL com
agua bideionizada e homogeneiza-se o meio. Feito isso o pH é ajustado para 7,4.

Para esterilizacdo, o meio é autoclavado a 121°C por 30 minutos.

84



Anexo 5. Quatro cepas de Nostoc sp crescendo em meio de cultura sem N.

-

A: aspecto geral das cepas durante o cultivo — 3290, 3292, 3291 e 3305 (esquerda para direita)
3290 (B-E): B: aspecto geral dos tricomas; C: detalhe do filamento mostrando bainha conspicua
e heterdcito (seta); D: germinagdo de acineto em uma célula vegetativa e um heterdcito (seta);
E: colonia em estdgio inicial mostrando heterdcitos externos (setas).

3291 (F-1): F: aspecto geral dos tricomas e tricoma com heterdcito terminal (seta); G: arranjo
emaranhado do tricoma dentro da bainha; H: tricoma com heterdcito (seta); I: tricoma reto com
heterdcito terminal (seta).

3292 (J-M): J: aspecto geral da organizacdo dos tricomas; K: tricoma com heterécito (seta); L:
arranjo do tricoma dentro da bainha e heterdcito terminal (seta); M: tricoma com heterdcito
intercalar (seta).

3305 (N-P): N: aspecto geral da col6nia; O: aspecto geral dos tricomas e heterdcito (seta); P:
tricoma com heterdcito terminal (seta).

85



