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RESUMO – O bioma Mata Atlântica é considerado um dos ambientes mais ameaçados em extinção do mundo. Diante desse panorama, as Áreas de Reserva Legal (ARL) apresentam uma importância ímpar, pois é uma excelente opção para preservação da biodiversidade e como compensação ambiental. Entretanto, o processo de recuperação em área de ARL de Mata Atlântica ainda não é bem entendida, então elaboração de sistemas de avaliações quantitativas pautadas na combinação e interação das propriedades dos solo-microbiota-planta podem permitir, a avaliação das modificações produzidas pelo uso do solo ocupado e propiciar a compreensão das distintas etapas necessárias à restauração da função e estrutura do ambiente degradado.  Nesta perspectiva, o presente trabalho objetivou avaliar os fungos e bactérias cultiváveis do solo presentes em duas Áreas de Reserva Legal (ARL) na Usina Santa Maria LTDA, Medeiros Neto, BA. Foram delimitadas três parcelas para coleta de solo dentro de cada área observando-se tamanho, características topográficas e edáficas. As amostras foram coletadas nas profundidades de 0-5 cm e de 5-20 cm.  Essas foram trazidas para laboratório e avaliadas quanto ao pH, e à presença de fungos e bactérias. A quantificação das UFC fúngicas e bacterianas foi realizada pelo método de diluição e plaqueamento em meio de cultivo. Conclui-se que ocorreu uma diferença não significativa nos números de UFC entre a mata nativa e as áreas em processo de reflorestamento. Há maior densidade de microrganismos na mata nativa e essa alta densidade pode estar relacionada ao maior desenvolvimento da macrofauna, nas áreas em processo de reflorestamento.  
Palavras-chave: Solo. pH. UFC. Microbiota.  
Introdução
O bioma Mata Atlântica é considerado um dos ambientes mais ameaçados em extinção do mundo. Em frente a esse panorama, o Extremo Sul da Bahia é uma região muito importante para a conservação da biodiversidade brasileira uma vez que restam ainda manchas de Mata Atlântica onde estão concentradas as maiores reservas do nordeste brasileiro. O cenário na região é desolador, pois restam florestas nativas em parques nacionais e em propriedades privadas, mas que infelizmente já foram descaracterizadas por exploração, incêndios e desmatamentos (COSTA, 2005 e NOGUEIRA JUNIOR, 2001). 

Diante disso, algumas formas das empresas privadas contribuírem para a preservação e para expandir uns poucos remanescentes de Mata Atlântica que ainda existem, é necessário apoiar e fazer valer a existência de Áreas de Preservação Permanente (APP) e as Áreas de Reservas Legais (ARL) amparadas na lei 12.651, de 25 de maio de 2012. 

Em face à atual conjuntura, as ARL revestem de uma importância ímpar, pois com o agravamento do efeito estufa e a expansão do projeto brasileiro de produção do etanol e biodiesel, a ARL se apresenta como uma excelente opção para preservação da biodiversidade e como compensação ambiental pela grande expansão prevista das monoculturas da cana-de-açúcar, da soja e até do eucalipto (CANGUSSU, 2013).

Além disso, partindo do pressuposto ecológico de que nada na natureza é fragmentado, uma vez que todos os seres vivos e o meio abiótico estão inseridos em um mesmo ecossistema e estes interligados, toda e qualquer medida de preservação e manutenção do meio ambiente, sendo ela em espaço privado ou não, tendem a contribuir para a conservação do mesmo (CAPRA, 2006). Desta forma, torna-se crucial o desenvolvimento de sistemas de avaliação quantitativas, baseados numa combinação de propriedades do solo ou em indicadores de qualidade que possa auxiliar nos processos de reflorestamento, indicando as principais alterações em curso (CHAER, 2001).
Mediante a importância do desenvolvimento de sistemas de avaliação quantitativa para a análise da qualidade do solo, Nogueira Junior (2001) aborda que são escassas as pesquisas que direcionam e possibilitam o desenvolvimento desse sistema, principalmente pesquisas relacionadas à interação solo-microrganismo-vegetação na restauração de áreas degradadas em bioma de Mata Atlântica. 
Fontana (2010) aponta que uma ferramenta que vem a auxiliar na avaliação da qualidade do solo é a utilização dos microrganismos presentes em sua microbiota, pois estes podem detectar mudanças sutis nas propriedades dos solos sob a introdução de diferentes tipos de manejo. Sem falar que os microrganismos são os principais agentes da atividade bioquímica do solo, estando envolvidos diretamente em todos os processos biológicos e influenciando processos físicos e químicos do solo, bem como estão inter-relacionados com os componentes físicos e químicos do solo (CORREIA; OLIVEIRA, 2005). Além disso, a sua quantificação permite obter importantes informações sobre dinâmica da população constituinte da microbiota e a saúde do mesmo (FONTANA, 2010).
Nessa perspectiva, ciente da relevância da manutenção de um ecossistema equilibrado e também da importância da Mata Atlântica para a preservação da biodiversidade, torna-se crucial o desenvolvimento de pesquisas quanto à avaliação da qualidade e saúde do solo, que venha constituir-se de uma ferramenta que possibilite entender melhor o processo de interação solo-microrganismo-planta em área de reflorestamento.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar os fungos e bactérias cultiváveis do solo presentes em duas Áreas de Reserva Legal (ARL) na Usina Santa Maria LTDA, Medeiros Neto, BA. E como objetivos específicos: Quantificar a presença de fungos e bactérias através de Unidades Formadoras de Colônias (UFC); Verificar se existe um padrão quantitativo de fungos e bactérias no solo que possibilitem o desenvolvimento da macrofauna nas áreas em processo de reflorestamento; Analisar se a quantidade de UFC de fungos e bactérias está relacionada com o pH do solo. 
Material e Métodos
O trabalho foi realizado no período de agosto a dezembro de 2013, dentro de uma das propriedades da Usina Santa Maria LTDA, situada na BA - 290, km 43, Medeiros Neto, Bahia. As áreas em estudo possuem latitude 17º27’27.60” e longitude 40º08'28.08”. 
Foram estudadas em duas áreas em processo de reflorestamento denominadas de 1 e 2. O processo de reflorestamento de ambas as áreas têm 1 ano e meio, foram submetidas a mesma metodologia de plantio, de adubação, de gradeamento, mesmo tipo de comunidade florística de Mata Atlântica e estão próximas. 
No entanto, o desenvolvimento das mudas plantadas da área 1 encontra-se com vegetação secundária em estágio médio de desenvolvimento, porém a área 2 está com vegetação primária em estágio inicial de desenvolvimento de acordo com a resolução do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), nº 5, de 4 de maio de 1994, que define vegetação primária e secundária nos estágios inicial, médio e avançado de regeneração da Mata Atlântica, afim de orientar os procedimentos de licenciamentos de atividades florestais no Estado da Bahia.
 As áreas 1 e 2 foram divididas em três subáreas (figura 1). Sendo alocadas dentro de cada área, três subáreas denominadas de 1:1A, 1B, 1C; 2: 2A, 2B e 2C levando em consideração suas características edáficas, topográficas e tamanho, assim como para área Testemunha (TEST).  As subáreas e área TEST possuem o mesmo tipo de solo – Argissolo Amarelo de acordo com o Banco de dados do Instituto Estadual de Meio Ambiente e Recursos Hídricos – (INEMA, 2013).
Dentro de cada subárea e a área TEST retirou-se o número de 15 amostras simples para formar uma amostra composta, a amostragem do solo foi realizada conforme Freire (1997), para cada ponto de coleta da amostra simples foram retidas duas amostras, uma da profundidade de 0-5 cm para a análise de fungos e outra na profundidade de 5-20 cm para a análise de bactérias (FONTANA, 2010). As amostras compostas foram armazenadas em ambiente isotérmico e transportadas para o Laboratório de Fertilidade e Química do Solo da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC).
Para a determinação do Potencial Hidrogeniônico (pH) do solo em água utilizou-se a método descrito por Silva (2009).O meio de cultura para isolamento de fungos de crescimento rápido utilizado foi o Ágar Sabouraud (ASD) e para fungos de crescimento lento o Meio Martin (OSAKI, 2008). O meio de cultura utilizado para o isolamento de bactérias de crescimento rápido foi o Ágar Padrão para Contagem (APC) e para bactérias de crescimento lento utilizou-se o Meio Ágar R2A.  Foi utilizada a técnica de plaqueamento spread plate em placas de Petri esterilizadas tanto para fungos e bactérias.
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Figura 1. Croqui das áreas em estudo.
Fonte: Google Earth.
Após a chegada das amostras no laboratório, acondicionou-se, peneirou e foram pesadas 10 g da amostra, em seguida, adicionou-se em um Erlenmeyer com Solução Salina (NaCl – 0,85 %)  esterilizada com volume de 90 mL (FREIRE, 1997). Da suspensão inicial 10-1, foram preparadas as diluições sucessivas desejadas. Antes da preparação da próxima diluição 10-2, Homogeneizou-se por cinco minutos o frasco, transferiu-se 1mL da suspensão e colocou  em tubo de ensaio identificado com o nome da área, subárea, profundidade e diluição  com 9 mL Solução Salina (NaCl – 0,85 %), obtendo-se assim a diluição 10-2. Esse procedimento foi feito sucessivamente até a diluição 10-8 (SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2004).
Utilizou-se o procedimento utilizado por Neder (1992, modificado) para isolamento de fungos, no qual adicionou-se com a micropipeta de 100 microlitros 0,1 mL das diluições 10-3, 10-4 e 10-5. Concomitantemente, em placas de Petri contendo o meio de cultura.  Já para isolamento de bactérias foi transferido com a micropipeta de 100 microlitros 0,1 mL das diluições 10-6, 10-7 e 10-8, respectivamente, em placa de Petri contendo meio de cultura e levada para a estufa e incubadas a 30º C, e sendo feito a contagem das colônias após três e cinco dias, tanto para fungo quanto para bactérias.


A quantificação das colônias de Bactérias e Fungos foi realizada por meio de Unidade Formadora de Colônias por grama de solo (UFC/gs), calculando-se a média da duplicata por diluição (DIONÍSIO, 1996).
Os resultados obtidos para UFC de fungos e bactérias foram analisados entre as subáreas e área TEST (Mata Nativa) sendo submetidas à análise de variância pelo Teste F levando em consideração a 5% de probabilidade de erro (p ≥ 0,05), utilizou-se o programa de estatística R para calcular a variância (ANOVA) entre as áreas em questão (ABURJAILE et al. 2011).  Foi também criada uma tabela para efeito de comparação dos resultados, esta foi gerada por meio do software Microsoft Office Excel 2010 (VARELLA, 2012).
Resultados e Discussão
Para a análise estatística os três grupos em questão - áreas 1, 2 e a TEST (Mata Nativa). Notou-se que não houve diferença estatística entre elas para a quantificação de Unidade Formadora de Colônias (UFC) para Fungos e Bactérias entres as subáreas e a área TEST.
 Quando observado de modo geral às variações dos números das médias de UFC para fungos e bactérias presentes na tabela 1 e confrontando com as variações encontradas por Souto et al (2008) em bioma da Caatinga no solo da Paraíba, onde  foram encontradas variações dos números das médias entre 0,5 a 3,5 UFC/gs tanto para fungos e bactérias. Nota-se que as variações dos números das médias presentes na tabela 1 são bastante superiores das encontradas no trabalho de Souto et al (2008).  
Tabela 1. Quantificação de microrganismos em UFC/gs e pH do solo em três áreas amostrais durante os períodos de três e cinco dias de crescimento. Média de três diluições com duas repetições cada.
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1A 6,35 6,25 3,32 1,7 3,5 2,1
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3 TEST. 5,17 5,00 6 1,4 6,9 1,6
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As abreviações na tabela significam: UFC – Unidade Formadora de Colônias; UFC/gs – Unidade Formadora de Colônias por grama de solo; FUNG. – Fungos; BACT. – Bactérias. TEST – Testemunha
A alta variação de número das médias de UFC foi observada por Melonni et al. (2001) tanto para fungos quanto para bactérias em ambiente de mata se comparado com campo cerrado. Foi obtido o valor médio de UFC por grama de solo seco entre [image: image2.png]10°
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 para fungos.  Os autores ainda constataram que há uma tendência generalizada da comunidade microbiana ser maior no ecossistema de mata em relação ao de campo cerrado.  Essa generalização pode se justificar devido à diversidade florística e pela cobertura vegetal promovendo assim um maior acúmulo de matéria orgânica, e logo uma maior quantidade de nutrientes para o desenvolvimento da comunidade microbiana (FACCI, 2008). 
A alta variação de número das médias de UFC foi constatada também por Osaki (2008) em seu trabalho realizado em Floresta Ombrófila Mista pertencente ao bioma de Mata Atlântica e povoamento de florestal de Pinus taeda L. O ambiente de Floresta Ombrófila Mista, obteve maiores variações do número das médias de UFC por grama de solo seco 4,0. [image: image8.png]10*
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 (estimativa) para bactérias. Observando as variações dos números das médias de UFC para fungos e bactérias presentes na tabela 1 e equiparando às encontradas por Osaki (2008), perceber-se que suas variações perpassam com algumas encontradas na tabela 1. Deduz-se então que existem algumas similaridades no que se refere à abundância de microrganismos nos solos de Mata Atlântica. Percebe-se também que quantidade de UFC apresentada na tabela 1, comparando as subáreas (1A, 1B, 1C, 2A, 2B e 2C) com o ambiente de mata nativa (TEST), existem poucas diferenças. O que implica em dizer que existem algumas similaridades na abundância de UFC no de mata nativa e as subáreas em questão.   
Analisando a maior variação média existente entre as subáreas, apresentada na tabela 1. A subárea que apresentou maior variação média de UFC para fungos e bactérias durante o período de crescimento em até três dias, foi a 1C que faz parte da área que está mais desenvolvida. Pode-se dizer a grande densidade de fungos pode auxiliar na maior disponibilidade de matéria orgânica decomposta e de maneira indireta fornecer estabilidade nutricional para as plantas, uma vez que o produto da decomposição da matéria orgânica é o húmus, este contribui com uma série de benefícios para as plantas, assim como, para o equilíbrio da microbiota do solo, funciona também como a chave da ciclagem mineral nos ecossistemas terrestres (FREIRE, 1997).  Sugere-se também que a alta densidade das bactérias na subárea seja devido a grande abundância da serapilheira, dos fungos e indiretamente o teor de matéria orgânica, já que ela está também à ligada atividade microbiológica, tendo assim, uma relação de dependência com a microbiota decompositora em condições favoráveis de temperatura e umidade (PREVIATI et al., 2012).
Analisando a quantidade de UFC de microrganismos em relação ao pH com as mesmas profundidades analisadas para UFC de Fungos (profundidade do solo de 0-5 cm) ver tabela 1. Observou-se de maneira geral, com três e cinco dias, os maiores resultados de UFC foram obtidos na subárea 1C (próxima à mata nativa) e resultados altos a intermediários foram encontrados na área TEST. Percebeu-se ainda que os valores de pH para a respectivas subárea e área apresentam-se  levemente baixo e baixo, o que pode-se dizer que, as vegetações nativas se desenvolvem bem em pH  mais baixo. 
Já relacionando os valores de pH próximos à alcalinidade apresentados pelas subáreas 1A e 2A e a incidência de ambas possuírem de forma geral as menores médias de UFC de fungos (profundidade do solo de 0-5 cm) e bactérias (profundidade do solo de 5-20 cm) apresentadas na tabela 1. Essa incidência talvez esteja associada ao fato de ambas estarem expostas a aplicação direta da vinhaça, subproduto dos processos de industrialização da cana-de-açúcar utilizada pela empresa como biofertilizante. Pois, segundo Silva et al.,2012; Prata et al., 2001 ao adicionar a vinhaça no solo, este produto pode modificar por um tempo alguns atributos químicos e biológicos do solo tais como seu pH, o carbono orgânico e  a acidez trocável, além de ser uma excelente fonte de carbono para microrganismos do solo .   
Conclusões
A partir da análise de todos os resultados conclui-se que não existe um padrão quantitativo de UFC para fungos e bactérias no solo que esteja possibilitando o desenvolvimento da macroflora nas áreas em estudo. Além disso, ocorreu uma diferença não significativa nos números de UFC quando comparados à mata nativa e as áreas em processo de reflorestamento, ou seja, existem algumas similaridades no que se refere à abundância de microrganismos nos solos de bioma de Mata Atlântica. Conclui-se também que a mata nativa desenvolve bem em pH mais baixo, o baixo pH pode estar relacionado também com o maior desenvolvimento da vegetação nas áreas em processo de reflorestamento. Existe maior densidade de fungos e bactérias na mata nativa e que essa alta densidade possa estar relacionada ao maior desenvolvimento das áreas em processo de reflorestamento.     
Referências Bibliográficas
ABURJAILE, S. B.; SILVA, M. P. da ; BATISTA, E. A. F. S.; BARBOSA, L. P. J. de L.; BARBOSA, F.H. F. Pesquisa e caracterização da diversidade microbiológica do solo,  na região de São José do Buriti – MG, em decorrência da substituição de cobertura florestal nativa (Cerrado) por plantações de Eucalipto. Ciência Equatorial.v.1, n. 2, 2011, p. 70-80.

BRASIL, CÓDIGO FLORESTAL. Lei 12.651, de 25 de Maio de 2012. Dispõe sobre a proteção da vegetação nativa. Disponível em:< http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2011-2014/2012/lei/l12651.htm>. Acessado em Agosto de 2013.

CANGUSSU, I. P. A Função Ambiental das Reservas Legais.  Disponível em: >http://www.agrisustentavel.com/artigos/reserva.html>. Acesso em: Agosto de 2013.

CAPRA, F. A teia da Vida: Uma nova compreensão científica dos sistemas vivos; Tradução Newton Roberval Eichemberg. São Paulo: Cultrix, 2006. p-256.

CHAER, G. M. Modelo para determinação de índice de qualidade do solo baseado em indicadores físicos, químicos e microbiológicos. 2001. 89 p. Dissertação (Mestrado), Universidade Federal de Viçosa,Viçosa, Minas Gerais, 2001.

CONAMA – Conselho Nacional de Meio Ambiente. Resolução CONAMA nº 5, de 4 de maio de 1994. Define vegetação primária e secundária nos estágios inicial, médio e avançado de regeneração da Mata Atlântica, a fim de orientar os procedimentos de licenciamento de atividades florestais no Estado da Bahia.

CORREIA, M. E. F.; OLIVEIRA, L. C. M. Importância da Fauna de Solo para a Ciclagem de Nutrientes. In: AQUINO, A. M., ASSIS, R. L. (Ed.). Processos biológicos no sistema solo-planta: ferramentas para a agricultura sustentável. Brasília: Embrapa Informação Tecnológica, p. 18-29, 2005.

COSTA, O. V. Estoque de carbono e indicadores da qualidade do solo de tabuleiro sob pastagem no Sul da Bahia. 2004. 64 f. Tese (Doutorado em Solos e Nutrição de Plantas) – Universidade Federal de Viçosa. Viçosa – MG, 2005.

DIONÍSIO, J. A.. Atividades microbianas em diferentes sistemas de cultivo de Eucalyptusgrandis. Setor de Ciências Agrárias, Universidade Federal do Paraná, Curitiba, 1996.

FACCI, LuisaDitzel. Variáveis microbiológicas como indicadoras da qualidade do solo sob diferentes usos. Campinas. 2008. 104 p. Dissertação (Mestrado em Agricultura Tropical e Subtropical). IAC Instituto Agronômico.

FONTANA, N. N. Avaliação de três diferentes meios de cultura para a quantificação de microrganismos do solo em sistema de plantio direto e convencional. 2010. 42 f. Trabalho de conclusão de curso (Graduação em Engenharia Ambiental) - Faculdade Dinâmica das Cataratas (UDC). Foz do Iguaçu – PR, 2010

FREIRE, F. Solos fundamentos e fertilidade. Universidade Federal Rural de Pernambuco - Departamento de agronomia, Área de solos. Pernambuco, 1997.

INEMA – Instituto Estadual de Meio Ambiente. Mapas com tipos de Solo na Bahia. http://programas.inema.ba.gov.br/sigbiota/iesb/Sig/PROBIO_HTML/Solos/mapa_de_solos.htm. 2013

MELLONI, R.; PEREIRA, E.G.; TRANNIN, I.C.B.; SANTOS, D. R. DOS; MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.O. Características biológicas de solos sob Mata Ciliar e Campo Cerrado no Sul de Minas Gerais.Revista de Ciências Agrotecnica, v. 25, n. 1, 2001, p.7-13.   

NEDER, R. N. Microbiologia: manual de laboratório. São Paulo: Nobel, 1992, p.138.

NOGUEIRA JUNIOR, L. R. Caracterização de solos degradados pela atividade agrícola e alterações biológicas após reflorestamentos com diferentes associações de espécies da Mata Atlântica. 2000. 50 f. Dissertação (Mestrado em Ciências Florestais) - Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", Universidade de São Paulo. Piracicaba – SP, 2001.  

OSAKI, F. Distribuição espacial de microrganismos e fertilidade em solo de dois ecossistemas florestais: Floresta Ombrófila Mista e Povoamento Florestal comPinustaeda L. em Tijucas do Sul-PR. Curitiba. 2008. 281 p. Tese (Doutorado em Ciências Florestais). Setor de Ciências Agrárias, Universidade Federal do Paraná. (UFP).

PRATA, F. L; LAVORENTI, A; REGITANO, J. B; TORNISIELO, V. L. Degradação e sorção de ametrina em dois solos com aplicação de vinhaça. Revista Pesquisa Agropecuária Brasileira. Brasília, DF, v.36, n. 7, 2001.
PREVIATI, R.; SILVA, J. R. R.; SOUZA, C. R.; JANKE, L. Isolamento e quantifcação das populações de bactérias em geral e de Actinomicetos presentes no solo. Arq. Ciênc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 15, n. 2, p. 155-160, jul./dez. 2012.
SILVA FILHO, G. N.; OLIVEIRA, V. L.. Microbiologia: manual de aulas práticas. Florianópolis: Editora da UFSC, 2004. 

SILVA, A. N.; SILVA, A. P. DA; BATISTA, S. B.; HARDOIM, E. L. Análise quali-quantitativa de bactérias com atividades enzimáticas celulolíticas e proteolíticas isoladas de solo adicionado de vinhaça.  Revista de Biologia e Ciências da Terra. v. 12, n. 1, 2012. ISSN 1519-5228

SILVA, F. C. da;Manual de Análise químicas de solos, plantas e fertilizantes.2 ed. Distrito Federal: EMBRAPA Informação Tecnológica. 2009.   

SOUTO, P. C.; SOUTO, J. S.;, MIRANDA, J. R. P. de;  SANTOS,  R. V. dos; ALVES, A. R. Comunidade microbiana e mesofauna edáficas em solo sob Caatinga no Semi-árido da Paraíba. Revista Brasileira de Ciências do Solo, v. 32, n 32, 2008, p.151-160.

VARELLA, R. B. Caracterização da comunidade microbiana do solo de áreas em reabilitação pela atividade carbonífera no município de Treviso, Santa Catarina.  Criciúma. 2012. 57.p. Trabalho Acadêmico (Grau). Unidade Acadêmica de Humanidades, Ciências E Educação. Universidade do Extremo Sul C2atarinense (UNESC).
