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RESUMO: O metano (CH4) é considerado um dos gases de efeito estufa (GEE) responsaveis
pelo aquecimento global. Mitigar suas emissdes é primordial para reduzir o impacto do aumento
de temperatura mundial. Uma alternativa para isto seria criar tecnologias para aumentar o
consumo de metano via a utilizacdo de bactérias metanotréficas, que oxidam o CH4 reduzindo
sua concentracdao na atmosfera. Todavia, esse grupo microbiano apresenta algumas limitacdes
no cultivo que exige tempo e muitas repicagens para se obter o isolado puro, impossibilitando
avancos tecnoldgicos no sentido de contribuir para mitigacdo do CH4. Este estudo objetivou
testar duas técnicas para o isolamento das bactérias metanotréficas em solos florestais: por
diluicdo até a extincdo e por plagueamento direto. A primeira técnica mostrou-se trabalhosa e
demorada, entretanto o crescimento das bactérias em meio dNMS enriquecido com metano em
dessecador foi positivo. A segunda técnica foi pratica e rapida, o teste colorimétrico revela de
maneira eficiente os metanotréficos para purificacdo, agilizando o processo inicialmente. A
caracterizacdo de bactérias eficientes em solos requer a otimizagdo dos métodos de isolamento
testados o que requer a continuidade dos estudos.

PALAVRAS-CHAVE: gases de efeito estufa, metano, aquecimento global.

INTRODUCAO

A concentragdo de CH4 na atmosfera permaneceu em 0,700 ppm (partes por milhao),
durante milhares de anos. Dados obtidos até o ano de dois mil e quinze mostram elevacdo para
1,800 ppm. Este hidrocarboneto apresenta o segundo maior potencial de aquecimento global,
seu efeito € vinte cinco vezes maior que do didxido de carbono (CO2), sendo responsavel por
aproximadamente 16% do aquecimento atmosférico. Onde atividades antropicas contribuem
com 60% das emissdes (Silva et al., 2014).

O metano pode ser utilizado como unica fonte de carbono e energia por organismos
denominados metanotroficos, classificados em trés grupos filogenéticos: tipo I, tipo 1l e tipo X.
Estes, oxidam CH4 a COg, processo catalisado pela enzima metano monooxigenase (MMO)

(Knief, 2015).
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Solos de florestas nativas contribuem com aproximadamente 6% para o influxo de CHs
atmosférico global, mas a conversdo para agricultura e florestas comerciais, pode impactar essa
contribuicdo. Apesar do consumo de metano atmosferico por solos de florestas nativas e
também plantadas, sua concentracdo na atmosfera € superior a capacidade dos fluxos
biogeoquimicos florestais e outras alternativas devem ser investigadas. Desta forma, os estudos
com as bactérias metanotréficas como via de mitigacdo é de extrema importancia, todavia,
pesquisas sobre isolamento destes microrganismos sao escassos em solos no Brasil (Livesley
et al., 2009).

O objetivo do trabalho € avaliar, adaptar e padronizar metodologia de isolamento de
bactérias metanotréficas oriundas de solo cultivado com Eucalyptus benthamii, Pinus taeda e

solo sob Floresta Ombrofila Mista.

MATERIAL E METODOS

No método de isolamento por diluicdo até a extincdo o solo foi coletado sob plantio
experimental de Eucalyptus benthamii, na sede da Embrapa Florestas, localizada no municipio
de Colombo (PR). No método de isolamento por plagueamento direto o solo foi coletado sob
plantio comercial de Pinus taeda e sob Floresta Ombrofila Mista, no Municipio de Rio
Negrinho (SC). EM ambas as areas o solo foi classificado como Cambissolo Himico Amostras
de solo foram coletadas nas profundidades de 0-5 e 5-10 cm e homogeneizadas em peneira de
2,00 mm e armazenadas em geladeira.

O método para isolamento por diluicdo até extincdo de bactérias metanotréficas foi
proposto por Hoefman et al. (2012). Amostras de 3 g de solos foram inoculadas em 27 mL do
meio dNMS liquido (sais de minerais de nitrato diluido), representando a diluicdo 10, As
amostras foram ent&o diluidas (102 a 10"*') em tubos contendo meio dNMS. Os tubos foram
vedados e injetou-se metano (20%, v/v). As dilui¢bes foram incubadas durante cinco semanas
a 28 °C. O ensaio foi realizado em triplicatas. Amostras dos tubos que apresentaram maior
turbidez (crescimento bacteriano), foram diluidas em microplacas e incubadas por duas
semanas em atmosfera enriquecida com metano em dessecador.

Apos este periodo, as maiores diluicBes, onde houve crescimento bacteriano, foram
inoculadas em meio dNMS so6lido para o isolamento de metanotroficos. Apds obter os isolados
puros, estes foram cultivados em meio dNMS e incubados em atmosfera sem CHa.

No método de isolamento por plagueamento direto foi realizado o teste colorimétrico para
identificar a atividade da enzima MMO. Amostras de 5 g de solo de mata nativa e de Pinus

taeda foram transferidas para Erlenmeyers, contendo 45 ml de solucéo salina. As amostras
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foram diluidas (102 a 10%). As diluicdes 102 a 10° foram inoculadas (100 pl) sobre dNMS-
agar com auxilio da alga de Drigalski e incubadas por duas semanas em atmosfera enriquecida
com CHsem dessecador a 28 °C.

O teste colorimétrico foi realizado utilizando o método descrito por Graham et al., (1992).
As bactérias do tipo 1l oxidam a naftalina em naftol através da enzima MMO. As placas com
crescimento bacteriano foram abertas e na tampa foi colocado naftalina, entédo foram fechadas
e incubadas em temperatura ambiente. Posteriormente sobre as colonias borrifou-se o corante
Fast Blue B e aguardou-se para o corante reagir com o naftol. A coloragéo das colonias em roxo
ou vermelho indica a atividade da MMO e consequentemente a presenca de bactérias
metanotréficas. Para a obtencdo de culturas puras as col6nias com a coloracdo mencionada
acima, foram submetidas ao processo de purificacdo e incubadas por uma semana com CHa
(20% v/v). Posterior ao tempo de incubacdo as placas foram repicadas novamente até obtencao

de colbnias isoladas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de isolamento por diluicdo até extingdo mostrou crescimento de duzentas e
sessenta e oito bactérias isoladas, entretanto, estas coldnias incubadas em atmosfera sem CHs
apresentaram crescimento. Indicando ndo ser metanotroficas.

O método de isolamento por plagueamento direto mostrou-se eficiente para identificar
colbnias metanotrdficas presentes no meio dNMS - 4gar. Através do método colorimétrico com
incubagdo de duas semanas, trinta e duas colbnias bacterianas foram indicadas como
metanotréficas, destas uma ficou com a coloracdo avermelhada e as outras ficaram roxas.
Quando a incubacdo foi feita por seis semanas quinze coldnias bacterianas foram indicadas
como metanotroficas, sendo quatro com coloracdo avermelhada e as outras parpuras. Apos 0
tempo de incubacdo em dessecador, foi realizado o teste colorimétrico novamente. Foram
obtidas vinte e duas col6nias bacterianas indicadas como metanotroficas, destas onze coldnias
exibiram cor avermelhada, uma col6nia ficou amarela e as outras ficaram roxas.

Existe amplo interesse nas bactérias metanotréficas pela sua capacidade de oxidar CHs e
assim, reduzir suas concentragdes na atmosfera, entretanto o principal problema advém das
dificuldades de isolamento e cultivo destas bactérias. Ndo existe ainda um método universal

para o isolamento e purificacdo destes microrganismos (Brindha & Vasudevan, 2017).
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A maior parte dos estudos foi realizada com solos localizados em &reas temperadas
(Ojima et al., 1993). Até o0 momento ndo ha estudos para padronizar o isolamento de bactérias
metanotroficas em solos de florestas tropicais e subtropicais do hemisferio Sul.

O isolamento por diluicdo até extin¢do mostrou-se trabalhoso e demorado, exigiu mais de
uma etapa de enriquecimento, seguido de diluicdo em série e extensa purificacdo. Contudo, a
incubagdo e crescimento de bactérias em atmosfera enriquecida com CH4 em dessecador
mostrou-se promissor.

O isolamento por plagueamento direto foi eficiente, pratico e rapido. Este método nédo
precisa de extensa purificacdo para obter colbnias isoladas, o contato da naftalina com as
colonias presentes em meio dNMS- &gar e o corante Fast Blue B indicam as coldnias

metanotroficas pela sua mudanca de coloracéo, e mostrou-se promissor.

CONCLUSOES

A técnica apresentada no método de isolamento por diluicdo até extincdo apresenta
potencial para a obtencdo de metanotréficos, entretanto, neste estudo, apresentou grande
crescimento de contaminantes. Assim, sdo necessarios avaliar alguns parametros do processo,
como tempo de incubacgdo, temperatura e adicdo de didxido de carbono. O método de
isolamento por plagueamento direto mostrou-se eficiente para identificar bactérias
metanotréficas. No entanto, esta técnica é voltada para as bactérias do tipo Il, sendo necessario

0 uso de outros métodos para isolar 0s outros grupos metanotréficas.
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FAUNA EPIEDAFICA EM PLANTIO DE Dendrocalamus giganteus SUBMETIDO A
DOSES DE NITROGENIO, FOSFORO E POTASSIO
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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a diversidade da fauna epiedéafica em plantio de
Dendrocalamus giganteus submetido a doses de Nitrogénio, Fosforo e Potdssio. Em cada
parcela foram dispostas cinco armadilhas pitfall-trap, as quais permaneceram a campo por
sete dias, sendo entdo removidas e seu conteudo identificado ao menor nivel taxondmico
possivel, com posterior andlise dos dados através da analise de variancia, indices ecologicos e
analise de componentes principais. Entre os grupos amostrados, Collembola ¢ Formicidae
foram os mais expressivos, ndo observado-se diferenga significativa entre os tratamentos. As
doses de Nitrogénio e Fosforo apresentaram maior diversidade e riqueza de Margalef. A
analise de componentes principais indicou separacdo das doses de Potassio, contudo com
poucos grupos relacionados, indicando preferéncia da fauna epiedafica pelas doses de

Nitrogénio e Fosforo.

PALAVRAS-CHAVE: bambu, invertebrados, adubacao, fauna do solo.

INTRODUCAO

O bambu da espécie Dendrocalamus giganteus apresenta potencial de
desenvolvimento em quase todas as regides do Brasil, apresentando rapido crescimento,
versatilidade de usos e resisténcia mecanica (Lopes et al., 2002). No entanto, poucas sao as
pesquisas referentes ao manejo da adubagcdo do bambu em condi¢des brasileiras e, desta
forma, produtores utilizam recomendag¢des de manejos de outras culturas (Mendes, 2010).

A fauna do solo, por mostrar-se sensivel as modificagdes ocorridas no ambiente,
principalmente o manejo do solo adotado e cultivos empregados (Baretta et al., 2014), pode
sofrer influéncia direta em sua composi¢ao de acordo com o uso de fertilizantes e acimulo de
matéria organica no solo (Mogo et al., 2010) devido ao seu papel funcional na aceleracdo da
decomposi¢do e na transformacdo de nutrientes (Yang e Chen, 2009). Portanto, o presente

trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade dos grupos taxonomicos da fauna epiedafica
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