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RESUMO

Os solos TPA também sdo chamados de ‘Terra Preta de indio’ e sdo altamente
férteis e estaveis sendo comumente encontrados na paisagem amazodnica. Estudos
indicam que os solos TPA apresentam populagao e diversidade microbiana maior
que os demais solos naturais ou alterados. Sabe-se que estes organismos exsudam
substancias organicas que contribuem para a sanidade e fertilidade do solo,
aumentando sua qualidade. Neste trabalho foram analisadas amostras de solo do
sitio de terra preta da llha de Terra (IT) da area de Caxiuana, Para. Os resultados
indicaram que nestes solos os fungos estdo em maior quantidade que as bactérias,
sendo predominantes os do género Aspergillus, Penicillium, e Sclerotium. Com
relagdo as bactérias, as do tipo cocos Gram-negativas representam a maior
ocorréncia da populagdo bacteriana total, superior a 80% das ocorréncias. As
evidéncias também indicam que estas bactérias sdo provavelmente do tipo aerdbias
por apresentarem uma tendéncia de diminuicdo no numero de unidades formadoras
de colbnias (UFC) a medida que a profundidade do solo aumenta, condigao
ambiente em que a concentracdo de oxigénio é menor.
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MICROBIAL DIVERSITY IN ARCHAEOLOGICAL BLACK EARTH SOILS

ABSTRACT

The ABE soils, also called ‘Indian Black Earth’, are highly fertile and stable being
commonly found in the landscape of the Amazon region. Studies indicate that ABE
soils showed population and microbial diversity greater than all nature soils or
changed. It is known that these organisms exude organic substances that contribute
to health and fertility of the soil, increasing their quality. In this study were analyzed
soil samples from the site of black earth’s Ilha de Terra (IT) in the area of Caxiuana,
Para. The results indicate that in these soil the fungi are in the greatest quantity that
the bacteria, and the prevailing of the genus Aspergillus, Penicillium and Sclerotium.
With regard to bacteria, the type of Gram-negative cocci represents a higher
occurrence of total bacterial population, more than 80% of occurrences. The
evidences also indicate that these bacteria are probably the of the aerobe type due
show a tendency of decrease in the number of colony forming units (CFU) as soil
depth increase, environment condition in which the concentration of oxygen is lower.
KEY WORDS: black earth, soil, microbial population, organic matter.
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INTRODUGAO

Os solos Terra Preta Arqueoldgica (TPA) também sdo chamados de ‘Terra
Preta de indio’ e sdo comumente encontrados na paisagem amazénica (COSTA et
al., 2004). A Terra Preta Arqueoldgica tem essa denominagao porque é encontrada
em sitios arqueoldgicos, onde viveram grupos pré-historicos. Por isso, ha grande
quantidade de material deixado por esses grupos indigenas como fragmentos
ceramicos, carvao e artefatos liticos (de pedra). Normalmente, o material
arqueolégico € bem diversificado, o que leva a crer que grupos culturais distintos
habitaram um mesmo local.

Acredita-se que estes solos tém sua origem nao intencional a partir do
depdsito e compostagem de material de origem vegetal e animal, descartados no
solo pelo homem pré-historico (KERN & KAMPF, 1989; KERN, 1996), segundo a
hipétese de que estas areas foram utilizadas como uma espécie de ‘lixeira’,
favorecendo o surgimento de uma populacéo e diversidade microbiana maior que 0s
demais solos naturais ou alterados, ao passo que, teve sua qualidade elevada, pois
0s organismos exsudam substancias organicas que contribuem para a sanidade e
fertilidade do solo.

De fato, Valarini et al. (2002), em seu estudo sobre a avaliagdo integrada da
qualidade do solo apds a incorporacdo de matéria organica € microrganismos,
verificou que o solo tratado com microrganismos eficazes apresentou intensa
atividade bioldégica, sendo assim um catalisador do processo de humificacdo da
matéria organica fresca.

As areas com Terra Preta Arqueoldgica sdo encontradas sobre os mais
diversos tipos de solos e normalmente se localizam em terra firme, préximas as
margens de rios, em locais bem drenados. A TPA pode ser identificada por sua cor
escura, resultado da concentracdo de substancias organicas depositadas no solo
que apresentam altos teores de calcio, carbono, magnésio, manganés, fésforo e
zinco, elementos que tornam a terra fértil. Estudos realizados nos solos de TPA
comprovam que eles sao férteis e apresentam matéria organica estavel, formando
micro-ecossistemas proprios, que se auto-sustentam e ndo conseguem se
decompor, por isso, ndo exaurem faciimente (KERN & KAMPF, 1989; KERN, 1996).

A partir da compreensao do processo de formacdo e atributos dos solos
TPA, foi desenvolvido um experimento com a intengcdo de desenvolver tecnologia
para replicacdo desse solo, o qual foi denominado ‘Experimento Terra Preta Nova’
(TPN), em andamento no Municipio de Tailandia, nordeste do Para, utilizando a
adicdo ao solo de residuos organicos encontrados em grande escala nesta regiéo,
isto €, os residuos de serraria associados aos residuos de abatedouros e carvao
(MONTEIRO, 2004); também foram utilizados microrganismos celuloliticos para a
aceleracao da decomposigao destes residuos organicos. Tal experimento propde
uma alternativa sustentavel para o acondicionamento e destinacdo final destes
residuos que sdo gerados em grande quantidade.

A aplicagéo de residuos organicos permite que o solo seja biologicamente
mais ativo, principalmente em relagcdo a atividade da populagdo microbiana
(WARDLE, 1993). Além da decomposi¢cado de residuos organicos, a populacéo de
fungos e bactérias atua em muitos processos vitais, como na ciclagem de nutrientes
no solo (JUMA & McGILL, 1986; WHITMAN et al., 1998), o que torna a quantificagéo
desses microrganismos importantes na indicacdo de como tais processos estao
ocorrendo (TSAl et al., 1992).

E importante conhecer o perfil da populacdo microbiana dos solos TPA,
tanto em termos quantitativos como também na identificacdo de espécimes de

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, vol.6, N.11; 2010 Pag. 2



fungos e bactérias presentes nos mesmos e, posteriormente, utilizar este
conhecimento como parametro de comparagédo e avaliagdo de resultados do
experimento Terra Preta Nova. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi realizar o
levantamento do perfil microbiolégico de amostras de solo TPA provenientes do sitio
llha de Terra (IT), Caxiuana, nordeste do Par4, Brasil.

MATERIAL E METODOS

A area de estudo, sitio Arqueoldgico llha de Terra esta localizado na
Reserva Florestal de Caxiuana na Estacao Cientifica “Ferrera Penna (ECFPn), que
ocupa uma area fisica de 33.000 ha dentro dos 330.000 ha da floresta nacional de
Caxiuana (1° 42’S, 51° 31 W) (Lisboa, 2002). Esta area esta situada no municipio de
Melgaco, Para 400 km da cidade de Belém e Nordeste da Amazénia.

As amostras de solos foram coletadas em quatro parcelas codificadas da
seguinte maneira: IT1, IT2, IT3 e IT4, com trés repeticbes em quatro profundidades
(0-10, 10-20, 20-30, 30-40 cm). Apds a coleta, as amostras foram conservadas sob
refrigeracdo em frascos estéreis de polietileno e foram analisadas no Laboratério de
Microbiologia da Universidade do Estado do Para e foram analisadas quanto a sua
populagdo microbiana (fungos e bactérias) e codificadas da seguinte maneira: IT1,
IT2,1T3 e IT4.

Para cada amostra de solo foi obtida uma suspensao liquida de
microrganismos. As suspensodes foram preparadas em erlenmeyers de 250 mL onde
amostras de 10 g de solo foram diluidas em 90 mL de agua estéril. Em seguida
foram realizadas diluicbes sucessivas onde aliquotas de um mL desta suspensao
foram transferidas para tubos de ensaio contendo nove mL de agua estéril. Foram
realizadas trés diluicbes para fungos e cinco diluicbes para bactérias, com trés
repeticbes por diluigdo. Para a inoculagdo de bactérias e fungos foi utilizada a
técnica “Pour Plate” que consiste na mistura da suspensdo diluida com o Agar
fundido (aproximadamente 45°C) contido em um frasco, que é entdo derramado no
interior da parte basal de uma placa de Petri estéril.

Apos solidificacdo do meio, as placas sdo incubadas por 48 horas para
bactérias e cinco dias para fungos. Como meios de crescimento foram usados Agar
batata (PDA) para fungos e Agar padrao para bactérias totais, no meio Agar batata
foi adicionado o acido tartarico na propor¢édo 0,5 mL/ 100 mL de meio para evitar o
crescimento bacteriano. Apds os periodos de incubacéao definidos, foram observadas
as placas de Petri com as colbnias de fungos e bactérias, respectivamente
desenvolvidas. A contagem das colbnias foi realizada através da contagem do
numero de unidades formadoras de colénias (UFC), com o auxilio do contador de
colénias modelo CP-602, em contraste com o meio opaco de cultura, sendo
expressos em 102 UFC/ g de solo para fungos e 10° UFC/ g de solo para bactérias.

As bactérias foram classificadas quanto ao tipo, gram-positiva e gram-
negativa, por meio de microscopia 6ptica utilizando-se o0 método da coloragdo de
Gram onde uma pequena amostra da colonia sofreu um esfregago em lamina com
agua destilada. Esta lamina foi flambada até a evaporacédo da agua e, em seguida,
foi adicionada a seguinte sequéncia de reagentes: cristal-violeta (um minuto), lugol
(um minuto), alcool, safranina (30 segundos) e, apés a secagem, foi feita a
observagao ao microscopio optico.

As colbnias dos fungos predominantes foram isoladas para a obtencéo da
cultura pura, onde uma amostra da colénia foi transferida, separadamente, para uma
nova placa de Petri contendo o meio de cultura PDA e novamente incubada por mais
cinco dias. A identificacdo dos isolados foi feita através de microscopia optica e
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) onde pequenas amostras das colbnias
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foram coradas e fotomicrografadas. Para a observagédo em microscopia optica foram
retiradas pequenas amostras das colénias e, em seguida, colocadas entre a lamina
e a laminula com o corante azul de lactofenol, onde através da analise dos
caracteres morfologicos foram identificados os géneros de fungos. Para a analise
em MEV as amostras foram desidratadas em estufa a 60°C e submetidas ao ponto
critico, metalizadas com ouro. As imagens dos caracteres morfolégicos dos fungos
foram obtidas no Laboratério Institucional de Microscopia Eletrénica de Varredura do
Museu Paraense Emilio Goeldi, através de um microscoépio eletronico LEO modelo
1450 VP.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da quantificacao e identificagdo da populagdo de fungos das
amostras de solo do sitio llha de Terra (IT) estdo expostos na Tabela 1. Verificou-se
que os fungos predominantes foram os do género Aspergillus, Penicillium e
Sclerotium, porém em menor ocorréncia foram também identificados os géneros
Geotrichum, Paecilomices, Helminthosporium, Sporothrix, Emmonsia, Epicocum,
Trichoderma, Plectomicete e Eurotium.

TABELA 1: Populagdo de fungos das amostras de terra preta de llha de

Terra (IT).
N° Colonias . ~
Amostra (10 *UFClg de Solo) Identificagao de Fungos
IT1
Aspergillus, Penicillium,
0-10 cm 26 Sclerotium, Sporothrix,
10-20 cm 70 Penicillium, Emmons:a,
Sclerotium
20-30 cm 21 Aspergillus, Penicillium
30-40 cm 6 Aspergillus, {:‘urot:um,
Plectomicete,
IT2
0-10 cm 16 Sclerotium
10-20 cm 30 Helmmthospoqum,'
Sclerotium, Paecilomices
20-30 cm 12 Penicillium, Sclerotium
30-40 cm 20 Plectomicete, Eurotium
IT3
0-10 cm 43 Aspergillus, Penicillium
10-20 cm 29 Geotrichum, Penicillium
20-30 cm 45 Aspergillus, Plectomicete
IT4
0-10 cm 107 Aspergillus
10-20 cm 23 Aspergillus
20-30 cm 4 Aspergillus, PgnICIII/um,
Sclerotium
30-40 cm 18 Penicillium
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Através das imagens obtidas em microscopia O6ptica e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) foram observados os caracteres morfolégicos dos
principais fungos isolados das amostras de solo TPA, os quais foram comparados
com os da literatura. A Figura 1 mostra duas microfotografias da estrutura
morfolégica de um dos isolados predominantes, a qual foi compativel com a
estrutura morfolégica do género Aspergillus.

FIGURA 1 - Estrutura morfolégica de um dos isolados predominantes encontrados
em TPA (IT). A mesma é compativel com a do género Apergillus. A
esquerda, microfotografia em microscopia Optica e a direita,
microfotografia em microscopia eletrbnica de varredura (MEV). As
imagens foram capturadas no Laboratério Institucional de Microscopia
Eletronica de Varredura do Museu Paraense Emilio Goeldi.

O Aspergillus é caracterizado por possuir conididforo apresentando vesicula
(extremo apical inchado) e estipe (sec¢éao cilindrica situada abaixo da vesicula) sendo
um género mitosporico, isto €, possui reprodugao assexuada, e que se caracteriza
pela producao de hifas especializadas, denominadas conidiéforos, sobre os quais se
encontram as células conididgenas que originardo os esporos assexuados ou
conidios (ABARCA, 2000).

As espécies deste género se encontram amplamente distribuidas na natureza
podendo ser isoladas de uma grande variedade de substratos e, devido a facilidade
de dispersao de seus conidios e a seu pequeno tamanho, elas podem permanecer
em suspensdo no ambiente durante um longo periodo de tempo (ABARCA, 2000)
além de serem levadas a grandes distancias pelo vento (SILVEIRA, 1981), o que
justifica este género ter sido encontrado em quase todas as parcelas estudadas. Em
geral, as espécies de Aspergillus, apresentam como caracteristicas macroscoépicas
colénias com micélio inicialmente branco, o micélio estéril. Apds quatro dias, o
micélio fértil (‘relva’ de conidios) adquire uma coloragdo verde-cinzenta
(MACKINNON, 1938).

O Penicillium difere-se do Aspergillus apenas pela auséncia da vesicula,
apresentando também conidi6foro e estipe (Figura 2), no entanto, sua
macromorfologia, ou seja, o aspecto de suas colbnias € idéntica a do Aspergillus e
s6 é possivel a sua diferenciacdo com auxilio de microscopia. Ja a estrutura
morfolégica do Sclerotium (Figura 3) € composta por um emaranhado de micélios
que contribuem para a agregagdo do solo, aumentando sua qualidade. A sua
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estrutura macromorfolégica é caracterizada por colonias de cor branca e textura
algodonosa.

FIGURA 2 - Estrutura morfolégica do género Penicillium, semelhante a do
Aspergillus, porém com auséncia da vesicula. Microfotografia em
MEV. Imagens capturadas no Laboratorio Institucional de
Microscopia Eletrénica de Varredura do Museu Paraense Emilio
Goeldi.

FIGURA 3 — A esquerda, microfotografia em MEV mostrando a estrutura morfolégica
do Sclerotium, caracterizada por um emaranhado de micélios que
contribuem para a agregagdo do solo e, a direita, detalhe de suas
coloénias brancas e algodonosas. Imagens capturadas no Laboratério
Institucional de Microscopia Eletrénica de Varredura do Museu Paraense
Emilio Goeldi.

O perfil da populagéo de fungos em relagcéo a profundidade ndo apresenta
grandes variagdes na sua densidade até aos 30 cm, a partir do qual ja se observa
uma discreta diminuicdo. Um destaque para a parcela IT4 que apresentou mais de
100 UFC/ g de solo, onde se encontrou apenas os trés géneros predominantes:
Aspergillus, Penicillium e Sclerotium (ver Tabela 1).

Na Tabela 2 estdo mostrados os resultados da quantificacdo e identificagcao
da populacdo bacteriana das amostras, a analise qualitativa destes resultados
mostraram que a maior ocorréncia (81,25%) é de bactérias cocos gram-negativas.
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As parcelas IT1 e IT3 apresentaram somente este tipo de bactérias enquanto que as
parcelas IT2 e IT4, além destas, mostraram também bactérias do tipo bacilo gram-
positiva, vibrio gram-negativa e também cocos gram-positivas.

TABELA 2: Populagao bacteriana das amostras de terra preta de llha de

Terra (IT).
Amostras | N° Colobnias | Identificagcao de
T
0-10 cm 7 Cocos (Gram-negativa)
10-20 cm 5 Cocos (Gram-negativa)
20-30 cm 21 Cocos (Gram-negativa)
30-40 cm 8 Cocos (Gram-negativa)
IT2
0-10 cm 15 Vibrio (Gram-negativa),
10-20 cm 10 Cocos (Gram-negativa)
20-30 cm 13 Cocos (Gram-positiva)
30-40 cm 1 Cocos (Gram-negativa)
IT3
0-10 cm 50 Cocos (Gram-negativa)
10-20 cm 4 Cocos (Gram-negativa)
20-30 cm 3 Cocos (Gram-negativa)
30-40 cm 2 Cocos (Gram-negativa)
IT4
0-10 cm 12 Cocos (Gram-negativa)
10-20 cm 17 Cocos (Gram-negativa)
20-30 cm 0
30-40 cm 3 Cocos (Gram-neg.),

Ruivo et al, (2006) comparando a populagcdo de fungos e bactérias em
alguns Latossolos e terras preta arqueoldgica na Amazénia mostram que o teor de
umidade do solo influencia diretamente na proporgao de bactérias e fungos no solo,
além das propriedades fisicas e quimicas do substrato. Em Latossolos Amarelo da
regido de Caxiuana, Ruivo et al (2002) encontraram a populagcdo de bactérias
predominando em todas as parcelas amostradas, ja no solo TPA Sitio Arqueoldgico
llha de Terra os resultados mostram que, os fungos estdo em maior quantidade que
as bactérias. Para esses autores os teores de umidade e de argila podem estar
influenciando a propor¢ao de fungos e bactérias na superficie do solo.

Os dados da Tabela 3 mostram que a populagdo microbiana em cada sitio
tem sua distribuicdo de populagdo diferenciada ndo havendo homogeneidade na
distribuicdo da populagdo microbiana solo. A natureza da comunidade vegetal regula
a fonte de nutrientes para a biomassa e contribui quantitativamente e
qualitativamente para o acumulo de matéria organica (WARDLE & HUNGRIA 1994).
Porém, o manejo e as caracteristicas fisico-quimicas de cada solo, como, por
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exemplo, a temperatura e a umidade do solo provocam diferengas marcantes na sua
comunidade microbiana (MACIEL, 1991).

TABELA 3: Valores médios da populacdo microbiana no sitio llha de Terra
(IT), em Substrato de Cascalho (SC), Latossolo Amarelo (LA), Latossolo
Vermelho Amarelho (LVA) e Terra Preta Arqueolégica (TPA).

Substrato Bactéria Fungo
"SC sem vegetagéo 32 x 10* 17 x 10*
"SC com vegetacgéo 89 x 10* 4 x 10*
ZLLA Recém queimada 2 x 108 7 x10°
¥LA capoeira 121 x 10* 20,9 x 10*
“LVA Floresta 12 x 10* 4,7 x 10*
*"TPA Sant 32 x10* 38 x 10*
"TPA Cax 54 a 213 x 10* 6a42x10*

*Experimento situado em Roraima; **Experimento situado no Para; 'Area alterada
por mineragdo; *Area recém queimada; *Capoeira de 15 anos; *Floresta Primaria;
*Terra Preta Arqueoldgica localizada na FLONA de Caxiuand; °®Terra Preta
Arqueoldgica situada no municipio de Santarém-PA.

Em geral, os solos TPA apresentaram populagdo e diversidade microbiana
maior que os demais solos naturais e alterados. Estudos feitos por Andrade et al.
(2003) em Caxiuana no sitio de Manduquinha e Latossolo adjacente evidenciam que
ocorre, também, maior diversidade e estrutura vegetal sobre TPA. Segundo estes
autores, a composicao floristica apresenta-se também maior no TPA.

A natureza do material em decomposi¢cdo, as condicdes de clima e a
ocorréncia de tipos microbianos especificos podem também induzir a dominancia de
certas formas sobre outras, exemplo disto, € o material rico em proteinas que
favorece o desenvolvimento, principalmente de bactérias, enquanto as substancias
ricas em celulose estimulam, principalmente o crescimento de fungos.

CONCLUSAO

O perfil microbiolégico do solo TPA do sitio llha de Terra, localizado na area
de Caxiuana-Pa, até o presente momento, é caracterizado pelo predominio dos
fungos do género Aspergillus, Penicillium e Sclerotium e da bactéria do tipo Cocos
gram-negativa, representando 81,25% das ocorréncias da populacdo bacteriana
total. Aléem disso, apresentou uma populagao de fungos maior do que a de bactérias
nas quatro parcelas estudadas.

O numero de unidades formadoras de col6nias em relagdo a profundidade do
solo tende a diminuir a partir dos 30 cm de profundidade o que leva a crer que a
maioria das bactérias do sitio llha de Terra € do tipo aerdbio, isto €, necessitam de
oxigénio para seu metabolismo.

Os dados elencados neste trabalho servirdo como base para comparagoes
com os perfis de outros sitios arqueolégicos em estudos posteriores para
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verificagdo, ou ndo, de um possivel padrdo e com isto obterem-se paradmetros de
comparagao para os estudos de avaliacdo do Experimento Terra Preta Nova.
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