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Resumo

QUEVEDO, Hélio Danilo. Impacto da Mudanca do Uso da Terra e Adubacdo
Nitrogenada no Balanco de Metano. 2018. 66 f. Dissertacdo (Mestrado em Planejamento
e Uso de Recursos Renovaveis) — Centro de Ciéncias e Tecnologias para
Sustentabilidade, Universidade Federal de S&o Carlos, Sorocaba, 2018.

Os ecossistemas naturais exercem fungdes importantes para manutencdo do equilibrio
ambiental. Essas funcbes, sdo definidas como servicos ecossitémicos. Dentre esses
servicos esta o servico de regulacdo climatica, que abrange a ciclagem de nutrientes e
gases do efeito estufa. O CHa, segundo gé&s maior causador do aquecimento global, é
oxidado biologicamente nos ecossistemas por microrganismos bastante especializados,
sendo os solos bem drenados o maior sumidouro do gas oxidado por esta via. Devido a
razdes evolutivas, 0s microrganismos que ocupam o nicho de oxidacdo de amoénio
também tem a habilidade de oxidar CHa, e vice e versa. No entanto, ha apenas beneficios
energéticos e assimilacdo de C quando cada grupo exerce sua funcéo especifica. Existe
uma ligacéo entre perda de biodiversidade e perda de consumo de CHa4. No entanto, nossa
hipbtese € que a adubacdo nitrogenada resulta na inibicdo da capacidade do solo na
oxidacdo do CHa. Para testar essa hipotese, sdo objetivos deste trabalho: comparar a
capacidade de diferentes solos (pares nativos e cultivados) no consumo de CHs; Avaliar
o efeito da fertilizacdo nitrogenada na capacidade do solo no consumo de CHa; e
identificar os parametros edéaficos relacionados em relacdo a capacidade deles de
consumir CHas ap6s receberem N. Microcosmos foram estabelecidos com solos dos
biomas Pampas, Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica. Os resultados mostraram que solos
com vegetacdo nativa ndo perdem a capacidade de consumir CHs4 com adicdo de N-
(NH4)2S04, 0s solos com vegetagdo nativa podem consumir até 27,22 ug.kg. solo™.dia™,
enquanto todos os solos com historia de uso ndo consumiram o gas, independentemente
do bioma de que eles vieram. Concluimos que a interrupcdo do consumo de CHs esta
relacionado com a mudanga do uso da terra e ndo, exclusivamente, com o0 uso de

fertilizante nitrogenado.



Abstract

QUEVEDO, Hélio Danilo. Impact of Land Use Change and Nitrogen Fertilizer on
Methane Balance. 2018. 66 f. Dissertation (MSc in Planning and Use of Renewable
Resources) - Science and Technology Center for Sustainability, Federal University of Sdo
Carlos, Sorocaba, 2018.

Pristine ecosystems exert important functions to provide the environmental equilibrium.
These functions are defined as ecosystems services. Such services include the climatic
regulation, which covers nutrient and greenhouse gases cycling. The CH4, second most
relevant gas to the global warming, is biologically oxidized by very specialized
microrganisms. Well-drained soils are the main sink of the CH4 biologically oxidized.
Due to evolutionary reasons, the microrganisms that occupy the niche of ammonium
oxidation are also able to oxidize CHa4, and vice and versa. However, there is only
energetic benefit and C assimilation when each group exerts their specific function. There
is a link between biodiversity loss and loss of CH4 consumption. Thus, our hypothesis is
that N fertilization results in inhibition of the soil capacity in oxidizing CHa. To test this
hypothesis, the aims of this research are: compare the capacity of different soils (pristine
and cultivated pairs) in consuming CHa; assess the effect of nitrogen fertilization in the
capacity of the soil in consuming CHa4; and identify the edaphic parameters related with
the resistance of soils regarding theirs ability to consume CH4 after they receive N.
Microcosms were set with soils of the Pampas, Cerrado, Caatinga and Atlantic Forest.
The results indicate that soils with native vegetation don't lose the ability to consume CHas
after addition of N- (NH4) 2SOa. Soils with native vegetation can consume up to 27.22
ng.kg. soilt.day?, while all soils with use history didn't consume the gas, regardless the
biome they come from. We conclude that the interruption of CHa sink is related to the

change in land use and not exclusively to the use of nitrogen fertilizer.
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1. Introducéao

Os ecossistemas naturais exercem funcbes importantes para manutencdo do
equilibrio ambiental, denominadas como servi¢os ambientais. Os servigos ecossistémicos
de um bioma sdo classificados como servigos de suporte, abastecimento, regulacdo e
culturais, abrangem, por exemplo, a manutengdo da biodiversidade e do potencial
genético; a ciclagem da agua e os estoques de carbono e nitrogénio (FEARNSIDE, 2006;
MILLENIUM ECOSYSTEM ASSESSMENT, 2005).

Os estoques de carbono e nitrogénio sdo classificados como servicos de regulacéo
e auxiliam na manutencdo e no equilibrio do balanco de gases do efeito estufa
(FEARNSIDE, 2006). As florestas, por exemplo, exercem a funcéo de realizar a ciclagem
do carbono (C) através da assimilagdo de gas carbonico (CO.). Além do COg, outros gases
de efeito estufa (GEE) como o metano (CHa4) e o Oxido nitroso (N20) tem seu ciclo
dependente dos processos que ocorrem no solo que suportam esses ecossistemas
(FEARNSIDE, 2006; BUSTAMANTE et al. 2009). Nesse contexto, um dos possiveis
impactos da mudanca do uso da terra, ao converter areas naturais em agricolas, € a
reducdo da capacidade do meio em regular os niveis de gases de efeito estufa na
atmosfera. O impacto da mudanca do uso da terra sobre o ciclo do C tem sido amplamente
discutido, visto que, assim como as plantas de um ecossistema nativo, areas agricolas
também teriam grande capacidade em realizar a ciclagem do carbono se bem manejadas
(BAYER etal., 2013; MELLO et al., 2014). No entanto, observacdes realizadas em clima
temperado demonstraram que a conversdo de areas nativas em areas agricolas resulta em
parcial ou total inibicdo da capacidade do solo em consumir CH4 (POWLSON et al.,
1997). Solos bem drenados s&o os principais sumidouros de CH4 oxidado biologicamente
(KELLER et al., 1983).

Os biomas Mata Atlantica, Amazonia, Cerrado, Pampas e Caatinga estdo entre 0s
principais biomas que sofrem pressfes antropicas devido a mudanca do uso e ocupagéo
do solo, principalmente através das atividades de agricultura, pecuaria e mineragédo
(ANDERSON & SHIMABUKURO, 2003; SANTOS & EPIPHANIO, 2009 GARCIA et
al., 2011; EVANGILISTA, 2011; ALVES et al., 2011; SILVA, 2012). Estas pressoes

antropicas geram fortes discussdes a respeito do uso, manejo e a capacidade de suporte



dos biomas diante das alteracdes do uso do solo sobre a parcimonia da sustentabilidade.
Uma das formas de avaliar o impacto sobre a mudanca do uso da terra € mensurar 0s
servigos ambientais proporcionados pelos respectivos biomas. Por sua vez, um dos
mecanismos de conservacao dos ecossistemas que podem ser adotados é o pagamento por
servicos ambientais, no caso de servicos com valoracdo pecuniaria, conforme ja é
realizado pelo Programa Produtor de Agua gerenciado pela Agéncia Nacional de Aguas
(BERNARDES & SOUZA-JUNIOR, 2010; MANFREDINI et al., 2014). A valoracdo
de servigos ambientais relacionados a regulacdo das emissdes de GEE poderia seguir 0s
mesmos principios estabelecidos pelo Protocolo de Kyoto para comercializacdo de

créditos de C.



2. Revisdo da Literatura
2.1 Gases do efeito estufa e Potencial de Aquecimento Global

O gas Carbonico (CO2), Metano (CH4) e Oxido Nitroso (N20) s&o os principais
GEE relacionados com a agricultura e mudanca do uso da terra (IPCC, 2007), sendo que
cada um deles tem efetividade maior ou menor em reter calor (IPCC, 2013).

Para mensurar o impacto dos GEE’s ¢ utilizado o Potencial de Aquecimento
Global (PAG) de cada géas. Esse valor ¢ uma medida relativa que compara 0s gases
utilizando como referéncia o CO2 (IPCC, 2001), o mais importante GEE relacionado ao
aquecimento global. Nesse critério, 0 CO2 recebe o valor de 1, ja 0 CH4 possui PAG 34 e
0 N20 298 (IPCC, 2013). Esse célculo leva em consideracao a capacidade do gas em reter
calor e 0 seu tempo de residéncia na atmosfera, assim como o efeito em cascata resultado
da maior emissdo em razdo do aquecimento global. Desde o século XVIII, no periodo
pré-industrial, as concentragdes dos gases CO2, CHs e N20O tém aumentado 40%, 150%,
e 20%, respectivamente (IPCC, 2013). Atribui-se de 20 a 30% do aquecimento global aos
efeitos do CH4 na atmosfera (IPCC, 2007). A partir de 2007, as concentragdes de CHa
voltaram a aumentar apds um periodo de declinio, atingindo 1824 ppb em 2013
(KIRSCHKE et al., 2013). Esse valor é 2,5 vezes maior do que a concentracao verificada
no periodo pré-industrial, o que faz do CH4 0 segundo gas mais importante relacionado
ao aquecimento global (IPCC, 2013). O Unico processo bioldgico responsavel pelo
consumo do CH4 é sua oxidacdo a CO por organismos metanotréficos (Keller et al.,
1983).

2.2 Fontes e Sumidouros de Metano

As emissbes de CHs4 podem ser divididas em trés categorias: Biogénicas,
Termogénicas e Pirogénicas (KIRSCHKE et al.,, 2013). As fontes biogénicas
compreendem as emissdes geradas por microrganismos metanogénicos, fermentacéo
entérica em ruminantes, decomposicdo de matéria organica, metabolismo de cupins,
outros insetos e anelideos. As fontes termogénicas sdo resultado de processos geologicos
no qual sdo gerados os combustiveis fosseis, como gas natural entre outras formagdes; e

as emissdes pirogénicas sdo resultado da combustdo incompleta de biomassa e



decorrentes da queima de combustiveis fosseis, incéndios florestais e biocombustiveis
(KIRSCHKE et al., 2013).

Os processos que resultam em oxidagdo do CH4 podem ser de origem bidtica ou
abidtica. Os de origem abidtica estdo predominantemente relacionados com a presenca
de radicais hidroxila (OH") na troposfera, que possui alto potencial oxidante. Os processos
de oxidacdo bioldgica sdo realizados por microrganismos nas zonas aerobicas em
ecossistemas aquaticos e terrestres (oxidacdo microbiana) (CURRY/, 2007; KIRSCHKE
etal., 2013; NISBET et al., 2014). Da estimativa total de CH4 oxidado no globo terrestre,
90% da oxidacdo ocorre na troposfera pelos radicais OH", seguida pelos solos, que
contribuem com 4% da oxidacao através de atividade microbiana. Os oceanos sdo capazes
de oxidar 3% de CH4 através de atividade microbiana e também devido a reacdo com ion
de CL. Ja na camada estratosférica, 3% da oxidagdo ocorre devido reacdo de CH4 com
CL e O?* (CURRY 2007; NISBET et al., 2014).

O solos porosos favorecem o nicho das bactérias metanotroficas. Estes
microrganismos utilizam a enzima metano monooxigenase (MMO) para converter CH4
em gas CO> e &gua, sendo encontradas em todo tipo de ecossistema (HUBER-HUMER
et al., 2008). No entanto, o grau de saturacdo de dgua do solo pode ser fator limitante. A
oxidacdo otima de CH4 em solos porosos ocorrem em umidade entre 40 e 80% sendo que
a oxidacdo maxima ocorre em solo com teor de agua em 45% do volume de poros
preenchidos por 4gua (HUMER & LECHNER, 1999; HILGER & HUMER, 2003). O
fator critico parece ser a quantidade de volume de poros do solo disponivel para troca de
gas com diferentes teores de umidade, pois em condicGes de umidade elevada, 0 CHs
deve atingir os microrganismos por difusdo aquosa, que € muito mais lento que a difusao
gasosa (HUMER & LECHNER, 1999).

2.3 Oxidacao do Metano pela Comunidade Microbiana do Solo
2.3.1 Nicho ecoldgico

Os microrganismos metanotréficos sdo separados em quatro subgrupos (Figura
1), sendo dois subgrupos conhecidos como MOB (methane oxidizing bacteria), que séo
metanotrdficos exclusivos, e dois subgrupos conhecidos como AOB (ammonia oxidizing
bacteria) cuja comunidades sdo capazes de assimilar CHs e NHs* (OREMLAND &
CULBERTSON, 1992; HOLMES et al., 1999). A comunidade MOB ¢ dividida em dois



tipos, a comunidade do tipo I, que utiliza monofosfato de ribulose para assimilar carbono
e a comunidade do tipo Il, que utiliza serina para a assimilagdo (HOLMES et al., 1999).
Bactérias do grupo AOB possuem a habilidade de acoplar a oxidagdo de hidroxilamina
com a producgéo de energia e crescimento celular, enquanto MOB ndo possuem esta
habilidade. Por outro lado, AOB ndo possuem a habilidade de assimilar metanol
(HOLMES et al., 1999; JONES & MORITA 1983; DAM et al,. 2014). Define-se entdo
que o nicho da oxidagdo do CH4 é exclusivamente ocupado pela comunidade de MOB,
gue consegue ter ganho energético e assimilar C através da oxidacao de CHa.

Crec, inibido na presenga de NH; elevads CH;co-oridade sem bengficio para a célula
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‘Figura 1 — Representacdo dos quatro subgrupos de microrganismos metanotréficos,
sendo dois subgrupos conhecidos como MOB (methane oxidizing bacteria), que séo
metanotroficos exclusivos, e dois subgrupos conhecidos como AOB (ammonia oxidizing
bactéria) cujo as comunidades sdo capazes de assimilar CHs e NH4". Esquema Adaptado:
HOLMES et al. 1999.

A oxidacdo de NH4 * e CH4 sdo fungBes homdlogas e podem ser mediadas pelas
mesmas enzimas em bactérias oxidadoras de CHs4 (MOB) e NHs* (AOB) (JONES &
MORITA, 1983, BODELIER ,2011). Desta forma, inicialmente espera-se que NHi*
possa inibir a oxidacdo de CHs devido a competicdo por sitios ativos, competicdo do
amoénio com o CHs pela enzima monooxigenase ou também pela presenca da
hidroxilamina ou de nitrito (NO, ) (BODELIER, 2011; WANG & INESON, 2003).

A especificidade de um grupo em relacdo ao outro pode ocasionar o colapso por
competicdo do outro grupo em razdo da falta de energia e fonte de C; ou pelo acimulo de
espécies toxicas de N (eg. hidroxilamina, nitrito) de acordo com a evolucdo da oxidagdo
de NHz *. (JONES & MORITA 1983, DAM et al., 2014). Por consenso, quanto mais



especifica € uma funcdo desempenhada pelo microrganismo, maior diversidade é
requerida para ocupar o respectivo nicho, uma vez que raros (micro) organismos exercem
essas funcdes, portanto, a diversidade é benéfica visto que provavelmente aumenta a
redundéncia das fungdes potenciais da microbiota (JONES & MORITA, 1983; DAM et
al., 2014; MARTINY et al., 2013).

Para MOB a probabilidade de redundancia é ainda menor, visto que esta funcéo
se tem apresentado taxa-dependente (MARTINY et al., 2013). Essa relagdo tem sido
mostrada tanto para solos de varzea, onde se espera altas concentragdes do gas, quanto
em solos bem drenados, que sdo sumidouro de CH4 atmosférico (PESTER et al., 2010,
BODELIER et al., 2013, LAUBER et al., 2013). A baixa redundancia do grupo MOB e
a competicdo por sitio ativo com NH4", pode implicar em impactos indiretos da
fertilizacdo nitrogenada sobre o balango de GEE na atmosfera através da inibicdo da
oxidacdo de CHa.

Os dois tipos de MOB apresentados (I e 1l), se diferem em relacdo as
concentragfes de CH4 requeridas para assimilacdo do gas, onde um possui alta afinidade
ao gas (tipo 1) e outro com baixa afinidade ao gas (tipo 1), e consequentemente, ocupam
esse nicho em condicBes de baixa e alta disponibilidade do gas CHa, respectivamente
(BENDER & CONRAD 1992). A maioria absoluta dos isolados de MOB pertencem ao
grupo com baixa afinidade a CHa, portanto, organismos com alta afinidade ao gas e
presentes em solos bem drenados estdo entre os menos abundantes (BENDER &
CONRAD 1992).

2.3.2 Metabolismo Metanotrofico

e Crescimento

A maioria dos microrganismos metanotroficos crescem melhor em pH moderado
(5,0 — 8,0) e no intervalo de temperatura entre 20 a 35 °C (BODEGOM et al., 2001;
SEMRAU et al., 2010; MAYLAN et al., 2016). Porém, existem microrganismos que se
desenvolvem em condi¢cbes mais extremas, como por exemplo, microrganismos
psicofilos (extremofilos que vivem em condicBes de baixa temperatura), que possuem
crescimento ideal em temperaturas abaixo de 15°C; microrganismos termofilicos, que
possuem crescimento ideal em temperaturas maiores que 40°C; microrganismos

alcaliniddfilos, que possuem crescimento ideal em pH maior que 9,0; e microrganismos



acidofilos, que possuem crescimento ideal em pH menor que 5,0 (BODEGOM et al.,
2001; SEMRAU et al., 2010; MAYLAN et al., 2016).

e Metanotrofia

A enzima MMO catalisa 0 processo de oxidacdo do metano na presenca de
oxigénio e é encontrada em duas formas: particulada (pMMO) e solivel (SMMO). A
forma particulada (pMMO) esta localizada na membrana citoplasmética de todos os
metanotroficos (HAKEMIAN & ROSENZWEING 2007). A enzima MMO é codificada
pelo gene funcional pmoA em metanotréficos do tipo | (baixa concentracdo de CH4), no
entanto, a enzima sMMO ¢ codificada pelo gene funcional mmoX em metanotroficos do
tipo 11 (altas concentragdes de CH4) (SEMRAU et al., 2010).

A oxidacdo de CHa ocorre na primeira etapa da via metabdlica através da enzima
MMO (HAKEMIAN & ROSENZWEING, 2007). Apesar da diversidade de metanotr6fos
e da ampla gama de ambientes nos quais eles sdo encontrados, a via geral pela qual os
microrganismos oxidam CH4 em CO3 é similar, gerando metanol, formaldeido e outros

intermediarios metabdlicos (equacao 1).

Monooxigenase Formaldeido Desidrogenase

A

CHs4—> CHsCHO — HCHO — HCOOH — CO;

-

v

Metanol Desidrogenase Desidrogenase

<4----

Equacédo 1 —Esquema Simplificado da Oxidagéo de CH4 a CO>

As enzimas SMMO e pMMO possuem crescimento medio controlado pela
concentracédo de cobre (HAKEMIAN & ROSENZWEING 2007). Cobre é um fator chave
para regulacdo da expressdo dos genes que codificam SMMO e essencial para regulacdo
de pMMO (SCOTT et al., 1981; STANLEY et al., 1983; SU et al. 2014). O gene
funcional pmoA necessita, além de cobre, ferro para que ocorra expressdo génica
(KOLBERG et al., 2004).



pMMO é uma metaloenzima composta por trés unidades: pmoA (subunidade B),
pmoB (sununidade o) e pmoC (subunidade y). No entanto, a localizagdo dos sitios ativos
dos metais ndo é conhecida (HAKEMIAN & ROSENZWEING 2007; SU et al.2014).
Balasubramanian et al. (2010) sugere que o sitio ativo de cobre esta localizado nos
dominios da subunidade o, todavia é necessario a combinagao das trés subunidades para

o funcionamento 6timo do processo de oxidagdo de CHa.

2.3.3 Fatores que controlam o consumo de CH4

De fato, a diversidade microbiana tem sido relacionada com capacidade de
consumo de CH4 (PESTER et al., 2010, LAUBER et al., 2013). Considerando que areas
nativas tendem a ter maior diversidade microbiana em razdo da maior complexidade de
substratos disponiveis (HOOPER, 2000; NICODEMO, 2009), espera-se que aléem do
efeito do fertilizante, a mudanca do uso da terra também interfira na capacidade do solo
em consumir CHa. A disponibilidade de metais micronutrientes é outro fator que podem
ter interferéncia no consumo de CHj e estéo relacionadas com a fertilidade do solo. Tem-
se verificado através de estudos fisioldgicos e bioguimicos que a disponibilidade de ferro
e cobre, por exemplo, podem limitar a oxidacdo de CH4 em vias aerdbicas, indicando que
a mudanca da fertilidade do solo pode modificar a comunidade microbiana (GLASS &
ORPHAN, 2012; HO et al., 2013).

Considerando a interacdo entre o N e a comunidade promove a oxidacdo do CHa,
acredita-se que a mudanca do uso do solo e o uso de fertilizante contribua
significativamente para as emissdes de gases do efeito estufa (BODELIER, 2011). No
Brasil, a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados tem aumentado em torno de 4.000% nas
ultimas cinco décadas (MARTINELLI & FILOSO, 2008). Tal aumento deve-se tanto a
expansdo agricola quanto a intensificacdo da agricultura. Por exemplo, a area plantada
com cana-de-agucar aumentou mais de 8 milhGes de hectares nos ultimos 50 anos
(MACEDQO et al., 2008, MARTINELLI & FILOSO, 2008). Em estimativas recentes, a
dose de N aplicada aumentou de menos de 60 kg ha™ para 120 kg N ha* (MACEDO et
al., 2008). A area plantada com outras culturas com maior demanda de N, como milho e
citros, também tem aumentado (CASER et al., 2012, BUSTAMANTE et al., 2009).
Diante desse fato, destaca-se a preocupacgédo em estudar o efeito do fertilizante nos fluxos

gasosos em ecossistemas agricolas.



Em geral, os solos bem drenados apresentam baixa abundancia microrganismos
anaerobicos, consomem CH, atmosférico e, por via de regra, esses fluxos sdo mostrados
como negativos (KELLER et al., 1983). Dessa forma, solos com textura mais grossa e

mais drenados apresentariam maior capacidade de oxidar CH4. (BOECKX et al., 1997).



3. Objetivos

Como tem-se observado que a agricultura e o uso de fertilizante nitrogenado estdo
relacionados com a inibi¢do do consumo de CHs (POWLSON et al., 1997 BODELIER,
2011). Baseando-se na interacdo entre oxidacdo de CHs e NH4" por microrganismos
oxidadores de metano do grupo MOB e AOB (BENDER & CONRAD, 1992), a hipotese
deste trabalho é de que a adubacdo nitrogenada interrompe o consumo de CHa. Desta
forma, a mudanga do uso e ocupacéo do solo teria uma relagéo indireta com a interrupcéao
dessa atividade no solo, e ndo uma relacdo de causa e efeito. Para avaliar esta hipdtese

foram definidos os seguintes objetivos:

e Comparar a capacidade de consumo de CH4 de solos sob vegetagdo nativa e
cultivados;

e Auvaliar o efeito do fertilizante nitrogenado sobre a capacidade do solo em oxidar
CHyg;

e Auvaliar quais fatores fisico-quimicos estéo relacionados com a capacidade do solo

em consumir CH4 apds receber fertilizagdo nitrogenada.
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4. Material e Métodos

4.1 Delineamento experimental e areas de coleta
Os solos foram coletados em diferentes regides e biomas do Brasil, em amplo

gradiente latitudinal, que representam climas distintos com diferentes variabilidades em
relacdo a temperatura e precipitacdo. Os solos de diferentes biomas foram coletados aos
pares em duas areas adjacentes, sendo uma amostra do solo com vegetacdo nativa e outra
amostra de solo com histoérico de adubacéo e uso agricola (mudanca de uso do solo). Os
biomas com maiores pressdes agricola sdo enfoque desse trabalho, como cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga e Pampas. Considerando cada bioma estudado, as amostras tanto de
vegetacdo nativa quanto a &rea com histdrico de adubacéo e uso agricola foram incubadas
com e sem a adi¢cdo de nitrogénio [N-(NH4)2SO4]. Para evitar o efeito residual da
adubacdo, os solos foram coletados apés a colheita da cultura e antes do préximo preparo
de solo. Para solos de cada localidade houve 4 tratamentos distintos, com quatro

repeticdes, sendo eles:
1 - Solo incubado da area de mata sem adicdo de N;
2- Solo incubado da &rea de mata com adigdo de N;
3- Solo da area com histdrico de adubacdo sem adicédo de N;

4- Solo da area com histérico de adubacao com adicéo de N.

4.1.1 Mata Atlantica
» Municipio S&o Luiz do Paraitinga — SP (Serra do Mar)

A area amostral localizada no municipio de S&o Luiz do Paraitinga (Figura 2),
no Estado de S&o Paulo, encontra-se entre o Planalto Atlantico e as cadeias montanhosas
da Serra do Mar, no Parque Estadual da Serra do Mar, Nucleo Santa Virginia, préximo
da crista de cadeias de montanhas onde se encontra uma floresta nativa (altitude de 989
m) (23°19°22.0”’S; 45°05°43.6” W) (Figura 3-a). A area com histérico de adubacéo
(plantio de milho ha pelo menos 10 anos) esta localizada nos limites de um parque
estadual, a cerca de 18 km para o oeste (-23°34°53.4”; -47°31°35.0”) na elevagao de 820m
(Figura 3-b). Nesta area ja existem estudos relacionados aos fluxos de gases de efeito

estufa, conduzidos em 2011 pela pesquisadora Janaina Braga do Carmo e colaboradores.
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Nesse estudo foi verificado como a mudanca do uso da terra afeta o fluxo de CH4, CO2 e
N-0, e apontados que solos transformados em pastagem (atividade agricola) emitem
pouco CH4 no inverno e consomem menos CHg que as areas florestadas no veréo chuvoso.

Por ja haver um historico da area, a coleta de solo foi realizada no mesmo local do

experimento de Carmo et al., (2012).

Figura 2 — Area amostral de Mata Atlantica, Estado de S&o Paulo (Ponto Verde: area
nativa em 23°19°22.0”S; 45°05°43.6” W - Ponto Vermelho: area cultivada em -
23°34°53.4”; -47°31°35.0”). Municipio de Sao Luiz do Paraitinga.

Figura 3 — Area amostral de Mata Atlantica. Fotos registradas no municipio de Sao Luiz
do Paraitinga — SP. a) -area de Floresta nativa ; b) area com histérico de adubacédo

(plantacdo de milho).

» Municipio de Aiuruoca — MG, (Serra da Mantiqueira).
A area amostral localizada no municipio de Aiuruoca no Estado de Minas
Geralis representa amostras do bioma Mata Atlantica (Figura 4 e 5). A amostra de solo de

mata foi obtida de uma area de floresta com vegetacdo tipica de mata atlantica e a amostra
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de solo com histérico de adubacgdo foi coletada de uma &rea agricola com cultivo de
oliveira, no qual ha 4 anos recebe adubagdo com 100 kg ha* de N na forma de nitrato de
amonio, 120 kg ha' de K20 na forma de KCI e 40 kg ha' de P,Os na forma de

superfosfato simples, da mesma forma em que é realizado em culturas de cana-de-agucar.

Este é o primeiro estudo cientifico com fluxo de gases nesta regido.

$rAluruoca
)

=t

Figura 4 — Area amostral de Mata Atlantica, localizada no municipio de Aiuruoca, MG.
Localizagdo: 22°1'5"S44°39'24"W, é&rea nativa localizada a 1 km ao norte do ponto

demarcado.
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Figura 5 — Area amostral de Mata Atlantica, localizada no municipio de Aiuruoca,

MG. Visdo panordmica da area coletada (Google Earth).

4.1.2 Ecotono, transicdo Cerrado Mata Atlantica

» Municipio de Araras — SP

A area experimental esta localizada no municipio de Araras no Estado de Séo Paulo
(22°22° S, 47°30°0). O solo ¢ classificado como Latossolo vermelho-amarelo, de acordo
com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solo (EMBRAPA, 2006). A érea é
arrendada e cedida pela Usina Sdo Jodo. Nesta area, existe manchas de Floresta Estacional
Decidual com vestigio de fragmentacdo da Mata Atlantica em transicdo com vegetacao
de Cerrado (Figura 6). O experimento recorreu em uma destas manchas de vegetacdo
(predominantemente Mata Atlantica) para a amostragem de solo sob plantio de cana-de-
acucar com historico de adubagdo e solo nativo conforme o a figura 7 e 8,
respectivamente.

Esta area foi estudada pela Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) campus
Sorocaba, onde foram quantificados os fluxos de gases entre 2011 e 2012 (Pitombo et al.
2017). A cana-de-acUcar cultivada nesta regido (variedade RB-845210) é cortada sem
queima e a adubacdo ¢é feita através da aplicacdo de 100 kg ha™* de N na forma de nitrato
de amonio; 120 kg ha?! de K,O na forma de KCI e 40 kg ha! de P.Os na forma de

superfosfato simples.

Figura 6 — Area de transicdo entre os Biomas Mata Atlantica e Cerrado, localizada no

municipio de Araras, no Estado de S&o Paulo (Ponto Verde: area nativa em 22°2°59,7”S;
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47°30°13,0”W - Ponto Vermelho: area cultivada em 22°2°59,5”S, 47°30°11,9”W) em uso
agricola e nativa onde foi coletada amostra de solo classificado como Latossolo.

Figura 8 — Mata Atlantica, registro no municipio de Araras-SP, mancha de paisagem

Mata Atlantica fragmentada de Cerrado.
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» Municipio de Sorocaba - SP

O solo foi coletado em uma area de propriedade particular de produgédo
comercial de diversas variedades de citros, denominada FAZENDA SAO PEDRO,
localizada no municipio de Sorocaba, regido sudeste do estado de S&o Paulo, Brasil (23°
34'35.76” S; 47°30°58.95” W), (Figura 9, 10 e 11). A classificacdo climética de Kbppen-
Geiger considera o clima regional como Cfa subtropical quente (temperado Umido com
verdo quente), o qual apresenta temperatura média anual minima de 21,4°C e maxima de
30,1°C no verdo e minima de 12,2°C no inverno, bem como a precipitacdo anual de 1.285
mm (SILVA et al, 2007). O solo predominante na propriedade foi classificado como
Latossolo Vermelho (EMBRAPA, 2006).

A area plantada com citros € de 333,7 ha na qual sdo cultivadas com laranjeiras
da variedade pera-rio. A coleta do solo foi feita em area sob cultivo inorgéanico, talhdo
117 B. O Solo é estudado pela Universidade Federal de Sdo Carlos campus Sorocaba.
Nesta area, a adubagdo geralmente ocorre nos meses de Agosto, Novembro e Fevereiro.
A éarea é tratada com adubacao nitrogenada de 2,1 kg/planta no qual é usado fertilizante

quimico, férmula 15-10-15 em parcelas de 900g/planta (o que equivale a 55,10 kg N/ha).

Figura 9 — Area de transicdo entre os Biomas Mata Atlantica e Cerrado, no Estado de S&o
Paulo (Ponto Verde: area nativa em 23° 34'35.76” S 47° 30'58.95” W - Ponto Vermelho:
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area cultivada) em uso agricola e nativa onde foi coletada amostra de solo classificado

como Latossolo.

Figura 10 —Mata Atlantica, registro no municipio de Sorocaba-SP, plantio de laranja

pera-rio.

Figura 11 —Mata Atlantica, registro no municipio de Sorocaba-SP, Area Nativa.
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4.1.3 Cerrado
» Municipio de Itirapina-SP
A éarea selecionada no municipio de Itirapina esta inserida no Bioma Cerrado stricto
sensu (Figura 12 e 13). O solo foi coletado na cidade de Itirapina, SP. A adubacéo da
cana-de-agucar € feita com aplicagio de 100 kg ha* de N na forma de nitrato de amonio;
120 kg ha! de K20 na forma de KCI e 40 kg ha de P,Os na forma de superfosfato

simples.

Figura 12 — Area de Cerrado no planalto paulista (22° 17° 18.65°’S; 47° 54° 3.41°W)
onde coletou-se solo. O solo apresenta textura arenosa. Em verde, area com vegetagdo
nativa. Areas com curva de nivel s3o cultivadas com cana-de-agucar e estd marcada com
ponto vermelho. a) area natural ao fundo, floresta primaria; b) area agricola cultivada.

com cana-de-a(;ucar.

Figura 13 —a) area nativa (Itirapina-SP); b) plantio de cana-de-acucar.
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» Municipio de Planaltina — Brasilia-DF

O solo e classificado como Latossolo Vermelho. As coletas de solo na area
localizada em Planaltina, Brasilia foram feitas em duas areas (Figura 14); A area nativa
possui vegetacdo primaria tipica de cerrado, ja a area cultivada possui rotacédo entre milho
e soja desde 1998, a adubacdo é feita anualmente com aproximadamente 400 kg de NPK
suplementado de Zn (0-20-20) por hectare na cultura de soja e 400 kg de NPK
suplementado de Zn (4-30-16) na cultura de milho. A amostra obtida do solo cultivado
foi retirada no periodo de colheita do milho. A area localizada em Planaltina, Brasilia é

estudada pela Embrapa Cerrado. A figura 14 mostra os locais coletados.

Figura 14 — Area de Cerrado no planalto central (Ponto Verde: Area nativa
em 15°36'45.0"S 47°44'22.3"W- Ponto Vermelho: Area cultivada em 15°36'37.4"S
47°44'32.2"W ) em uso agricola e nativa onde foi coletada amostra de solo classificado

como Latossolo. Solo enviado por colaboradores da EMBRAPA Cerrados.
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4.1.4 Pampas
» Municipio de Porto Alegre - RS

O solo ¢ estudado pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul (figura 15 e 16).
De acordo com as informac6es cedidas pela Universidade, as amostras do solo nativo
representam solo sob campo nativo ha 30 anos, com baixa fertilidade natural, nunca
cultivado. J& a amostra de solo com histérico de adubacdo representa solo cultivado no
sistema Pousio Invernal/Milho durante 33 anos com adubacéo anual no milho de 50 kg
de P2Os ha! e 50 kg de K20 ha?, e 180 kg ha* de N na forma de ureia.

Figura 15 — Area de Pampas (Ponto Verde: Area nativa em -30.09957, -51681657;
Ponto Vermelho: Area cultivada em -30.109881, -51.676991). Solo enviado por
colaboradores da UFRGS.

Figura 16 — a) area de plantio; b area nativa com vegetacao tipica de pampa (Google
Earth).

20



» Municipio de Pelotas - RS

A éarea ¢ estudada pela EMBRAPA milho e sorgo, no municipio de Pelotas — RS
(Figura 17 e 18), a area nativa esta localizada em 31°51°05.7”’S 52°16°38.3”W ¢ a arca
cultivada com plantio de melancia esta localizada a 31°50'56.5"S 52°16'35.5"W. O
plantio de melancia, que anteriormente era pasto, € mantida desde 2012 sem rotagao de

cultura. A adubacéo é feita com uma tonelada de NPK 10-10-10 por hectare por plantio.

A coleta foi realizada conforme a figura abaixo:

Figura 17: Area de Pampas em Pelotas — RS (Ponto Verde: 4rea nativa esté localizada em
31°51°05.7”’S 52°16°38.3”W - Ponto Vermelho: area cultivada com plantio de melancia
estd localizada a 31°50'56.5"S 52°16'35.5"W ). Solo enviado por colaboradores da
EMBRAPA milho e surgo.

Figura 18: a) campo nativo com floresta primaria; b) area agricola cultivada com

melancias.
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4.1.5 Caatinga

» Municipio de Séo Jodo — PE

A coleta de solo foi realizada no municipio de Sdo Jodo, na mesorregido do
agreste meridional do estado de Pernambuco (&rea nativa: 8. 48'41,01078" 36.
24'19,93683"; érea cultivada: 08 48' 40,28236" 36.24' 27,65224") (Figura 19 e 20). O
clima predominante é “As” conforme a classificacdo de Kéeppen, que equivale ao semi-
arido. A precipitacdo média anual é de 1310 mm. O solo da area é classificado como
Neossolo Regolitico (EMBRAPA, 2006). Complementando o histérico da rea cultivada,
a Brachiaria decumbens foi plantada em consorcio com milho (milho para forragem), em
plantio direto. Foi realizada fertilizacdo com superfosfato simples e em cobertura,
adubacéo de sulfato de aménio e sulfato de potassio (100 kg ha™* de N e 100 kg ha de P>
Os). A éarea é estudada pela Universidade Federal do Pernambuco (UFPE).

Figura 19 : Area de Caatinga em S&o Jodo — PE (Ponto Verde: area nativa em 08
48'41,01078" 36. 24'19,93683"; Ponto Vermelho: &rea cultivada: 08 48' 40,28236" 36.24'
27,65224").
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Figura 20 - Pastagem da regido de S&o Jodo — PE

> Solo de Mossoré — RN

A regido da coleta de solo esta localizada na estrada Mossoro-Barauna, cerca de
30 km de Mossord, FAZENDA CRIS FRUTAS, entre coordenadas: 5° 07’ 46,3”’S e 37°
29’ 40,7°W de Greenwich (Figura 21 e 22). O clima ¢ classificado como BSw’h’ da
classificacdo de kdppen, que equivale ao clima semi-arido quente e cuja época das chuvas
pode ndo ocorrer anualmente. O solo é classificado como cambissolo héplico.
Complementando informacdes da area, o solo foi coletado em plantio de milho com
adubac&o inorgénica e em uma area nativa adjacente, ambas inseridas no bioma Caatinga.

A érea ¢ estudada pela Universidade Federal rural do Semi-Arido (UFERSA).

R e os|
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Figura 21: Area de Caatinga em Mossor6 — RN (5° 07° 46,3”S 37° 29’ 40,7°W de
Greenwich ). Ponto Vermelho: Plantacdo de milho; Ponto Verde: Area Nativa. Solo

enviado por colaboradores da UFERSA.

Figura 22 : a) area cultivada com milho, uso de fertilizante inorganico; b) area nativa,
Mossord - RN.

> Solo de Petrolina — PE

O solo é estudado pela EMBRAPA Semi-Arido. O Campo Experimental de
Bebedouro (Figura 23) esta localizado no Perimetro Irrigado Bebedouro, a 20 km da sede
da Embrapa Semiarido e a 40 km do municipio de Petrolina, PE, na regido do Submédio
S&o Francisco. Possui uma area de aproximadamente 97 hectares. A area nativa possui
vegetacdo priméria tipica da caatinga. Na area agricola, ocorre producéo de uva tratada
com adubacgéo orgénica e mineral (pesada).
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Figura 23 — Area de Caatinga em Petrolina — PE (-9.326184, -40.508542). Ponto
Vermelho: Plantacio de uva; Ponto Verde: Area Nativa. Solo enviado por colaboradores
da EMBRAPA Semi-Avrido.

Os solos com vinhedos proximos ao vale do rio Sdo Francisco (que compreende
amesorregido de semi-arido do Pernambuco) sdo considerados de baixa fertilidade, baixa
matéria organica (10g/kg) e com baixos niveis de N e P (SILVA et al., 2016). Os
viticultores da regido aplicam cerca de 20 a 60 m® ha' de estrume de cabra,
(correspondendo a 100 a 400 kg ha™ N por ciclo de cultivo), contribuindo assim para o
aumento da matéria organica e outros nutrientes nesses solos (SILVA et al., 2016). O solo
da area foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo Eutréfico Plintossolico,
textura média, com 810 g kg™ de areia, 130 g kg™ silte e 60 g kg™ de argila na camada de
0.00-0.20 m (SILVA et al., 2016).

4.2 Caracterizacao do solo
4.2.1 Coleta

Os solos foram coletados na camada 0-20 cm. Aproximadamente 10 kg de solo
foram coletados e secos ao ar. Ap6s secagem, o solo foi passado por peneira de 2 mm e
homogeneizado. Para a montagem de 8 microcosmos (4 repeticdes, com ou sem adicao
de N) foram necessarios de 3kg a 5kg de solo peneirado, dependendo da densidade
aparente da amostra de solo. O periodo de coleta foi realizado de abril de 2016 a junho
de 2017 nos pares experimentais de cada bioma selecionado. Por fim, foram realizadas
analises de fertilidade do solo para determinar a disponibilidade de nutrientes e
quantidade de matéria organica, e entdo, correlaciona-los com o potencial de consumo de
metano. Em solos de clima temperado utiliza-se 0 método de preservacdo em baixa
temperatura. Em de clima tropical e subtropical cuja estagdo seca e Umida é bem definida,
acredita-se que a secagem néo interfere no potencial microbiano do solo uma vez que este
processo faz parte do ciclo anual do ambiente. A secagem também ndo alterou a
capacidade dos solos em consumir CHa4 no trabalho de Roslev et al., (1997), apesar de

interferir na eficiéncia.

4.2.2 Caracterizacao do solo, Aparelhagem e Procedimento de Preparo
Os procedimentos de caracterizagdo do solo para montagem dos microcomos
seguiu os procedimentos descritos na norma CETESB/L6.350, conforme detalhado a

seguir. A obtencdo das varidveis de densidade de particulas, densidade aparente,
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porosidade e umidade do solo foram necessarias para definir o volume de gases no interior

dos microcosmos, assim como a porosidade do solo preenchida com agua.

4.3.3 Analise de pH em CaCl;

O pH das amostras de solo foi analisado em CaCl, 0,01 mol™?. As medidas foram
feitas adicionando 10 cm™ de solo e 25 mL de CaCl, 0,01 mol™ em um erlenmeyer, que
permaneceu em repouso por 15 min. Apds o periodo de repouso, a amostra foi agitada
em mesa de agitacdo por 5 min, a 240 rpm. Ap0s a agitacdo, as amostras permaneceram
em repouso por 30 min para posterior leitura do pH utilizando um pHmétro modelo mPA-
210 da MS Tecnopon.

A acidificacdo do solo é um processo natural que pode ser acelerado ou
intensificado em sistemas agricolas, principalmente pela aplicacdo de fertilizantes de
reagdo acida ou pela concentragdo de Al (aluminio) no solo. Acreditamos que durante
o0 tratamento das amostras incubadas pode haver alteracao do pH e isso pode influenciar
na acdo metanotrofica. Desta forma, o pH também foi medido ao final do periodo de

incubagéo dos microcosmos.

4.3.4 Umidade residual
Sabendo que a metanotrofia ocorre em condic¢do ideal de umidade, é importante
conhecer a umidade residual do solo para determinar a quantidade de agua a ser
adicionada para regular o microambiente criado dentro do microcosmos. A umidade
residual foi determinada pesando-se em um cadinho, 10 g de solo, o qual foi seco em
estufaa 105°C por 2 horas. A umidade residual é a razdo da massa de agua absorvida pelo

solo com a massa de solo seca:

% Umidade = [(me +ma) — (mb)] x 100
ma — [(mc + ma) — mt)]

Onde,
mc = massa do cadinho;
ma = massa da amostra;

mt = massa total (massa do cadinho + massa da amostra) apds seco em estufa.
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Antes de montar o experimento, todas as amostras foram submetidas a anélise de

umidade residual.

4.3.5 Densidade aparente, capacidade de campo e espacgo dos poros preenchidos por
agua

Densidade aparente é a relagdo entre a massa de uma amostra de solo secoa 110°C

e 0 volume dessa amostra ndo deformada, incluindo os espacos ocupados pelo ar e pela

agua (EMBRAPA, 2010). A densidade aparente da amostra foi utilizada para calcular a

massa de solo necessaria para a montagem do microcosmo a fim de se obter 300 mL de

solo. Na determinacdo da densidade aparente, também foi possivel determinar a

capacidade de campo aproveitando 0 mesmo procedimento.

De acordo com a Embrapa “a capacidade de campo é a quantidade de agua retida
pelo solo apos a drenagem ter ocorrido ou cessado em um solo previamente saturado por
chuva ou irrigacdo; € a quantidade de agua retida pelo solo quando a condutividade
hidraulica ndo saturada se torna tdo pequena que o fluxo de agua pode ser considerado
como sendo zero' (EMBRAPA, 2010).

A densidade aparente foi medida utilizando um anel volumétrico de 100 cm?,
previamente aferido (Vi). Um papel de filtro (qualitativo — gramatura em 80 g/m?,
diametro em 70mm) com tamanho adequado para ser fixado por colagem ao fundo do
anel, utilizando-se uma fita colante. Apos a colagem, o conjunto foi imerso em uma caixa
com &gua destilada suficiente para umedecer e saturar o papel de filtro. O conjunto foi
retirado da caixa, drenado o excesso de agua, pesado (m1) e seco a 110°C até peso
constante (m.). Apos esse procedimento, esse conjunto foi preenchido com amostra,
compactada com leves batidas até completar o anel com solo, o excesso de solo foi
aparado como auxilio da espatula ao nivel da altura do anel. O conjunto foi seco a 110°C

por 24 horas, esfriado em dessecador e pesado (ms).

O conjunto contendo a amostra seca foi imerso na caixa com agua destilada até
cerca da metade da altura do anel. Quando a amostra se mostrou saturada (umidade
visivel), foi colocada em dessecador até drenagem completa. A unidade completa foi
pesada em condi¢Oes de saturacdo (mas). A densidade aparente foi calculada por:

m3 —m2

A =
r V1
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Onde,
rA é a densidade aparente, em g cm®;
m é a massa, em g;

V é 0 volume do anel, em cm™.

A capacidade de campo foi calculada por:

_ (m4 —m3) — (m1 —m2)

cc
m3 —m?2

x 100

Onde: CC ¢ a capacidade de campo, em g H.0/100 g de solo;
m é a massa, em g.

4.3.6 Porosidade Total e Poros preenchidos por agua.

Para atingir uma respiracdo basal do solo é necessario que o microambiente seja
regulado com quantidade de &gua inferior a quantidade adicionada no tratamento
principal. A condicdo 6tima de umidade para que ocorra a metanotrofia é 45% de agua
que preenche os poros em relacdo a porosidade total. Sendo assim, a pré-incubacéo
ocorreu a 40% de poro preenchido por agua (WFPS — water filled-pore space) e 45%

WEFPS foi nosso tratamento principal.

mss — umidade residual

Porosidade Total = x 100
dp

Onde,
mss = massa de solo seca;
dp = densidade de particulas.

Em uma semana de pre-incubacéo os fluxos se estabilizam e atingem condigdes
basais. Posteriormente, o experimento foi regulado a 45% WFPS, no qual os fluxos com

0s tratamentos foram observados por 10 dias.
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Sendo assim, o fertilizante [sulfato de amoénio: N-(NH4)2SO4.] e solugdo de
exsudato de planta foram diluidos em 4gua num volume suficiente para serem distribuidos

igualmente na superficie do solo.

4.3.7 Densidade de particulas

Densidade de particulas é a relacdo entre a massa de uma amostra de solo seco a
110 °C e o volume dessa amostra ndo deformada, excluindo espagos ocupados pelo ar e
pela &gua. A densidade de particulas ndo é afetada pelo arranjo dos sélidos do solo, nem
pela textura e porosidade. Depende apenas da natureza mineraldgica e do contetdo de
matéria organica (CAMARGO et al., 2009). A densidade de particulas é utilizada para
calcular o volume ocupado pelo solo no microcosmo e, consequentemente, o volume de

gas no interior do frasco.

A densidade de particulas foi medida adicionando a um baldo volumétrico (100
mL), previamente pesado, 20 g de solo e posteriormente, completando o seu volume com

agua destilada. O conjunto baldo + solo + agua foi pesado.

Dessa forma, o volume de agua adicionado ao baldo foi calculado por:
D m
v

Onde: D é a densidade, em g cm™ (para agua, foi usado 1 g cm®);
m € a massa, em ¢;

V é o volume, em mL

Sabendo-se 0 volume de agua, podemos determinar o volume do solo:

Vs = 100mL (volume do baldo) — V; onde Vs é o volume que o solo ocupa no

baldo.

Obtendo-se o valor do volume do solo, conseguimos determinar a densidade de

particulas:
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Onde, dp ¢ a densidade de particula.

4.3.8 Analise granulomeétrica

A determinacdo da distribuicdo percentual das particulas primarias do solo foi
realizada pelo principio de desagregacdo mecénica da amostra, disperséo e avaliacdo da
proporcao relativa das particulas primérias por sedimentacdo em meio aquoso (Camargo
et al., 2009). Essa determinacdo teve como objetivo conhecer a proporcéao de areia, silte
e argila nas amostras de solo utilizadas no experimento, possibilitando avaliar a sua
relacdo entre as emissdes dos GEE. Essa determinacgdo foi feita transferindo para um
erlenmeyer uma massa de 10 g da amostra, 50 mL de solugcdo dispersante (20 g de
hidroxido de sodio em 5 litros de agua destilada) e 50 g de hexametafosfato de sédio
(NaPOz)s. A mistura foi agitada utilizando uma mesa agitadora em 240 rpm até completa
dissolugdo dos reagentes por um periodo de 16 horas. Apos esse periodo, a areia foi
separada do silte e argila por uma peneira com malha de 0,053 mm, a areia foi reservada
em um Erlen Meyer de 50 mL, o fluido que ultrapassou a peneira foi transferido para uma
proveta de 500 mL e o volume foi completado com agua destilada. A temperatura do
ambiente determina o tempo de decantacdo da solugdo na proveta e pode variar de 5h: 13
min (temperatura de 10°C) a 3h:15 min (temperatura de 29°C).

De acordo com Camargo et al. (2009), o tempo necessario para a sedimentacdo da

particula, numa temperatura de 20 °C, € de 4 h para argila, calculado segundo a lei de
Stokes:

2 dp — dsol
V= —xgxrzxp—

Onde: g € 980,7 cm/s?;

r é o raio da particula;
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dp é o peso especifico da particula (considerado 2,65 g cm™);
dsol é o peso especifico da solucéo;
n € a viscosidade da dgua a temperatura considerada.

Dessa forma, apds o tempo necessario para a sedimentacao, foi introduzida na
proveta uma pipeta de 10 mL a uma profundidade de 5 cm para a amostragem de argila.
As aliquotas foram transferidas para cdpsulas de porcelana previamente zeradas e secas
em estufa a 105°C por 8 horas. Cabe mencionar que o procedimento foi feito com a prova
em branco (solucdo dispersante e agua destilada). As capsulas foram retiradas da estufa,
esfriadas em dessecador contendo cloreto de calcio anidro e pesadas rapidamente em
balanca de precisao, para obtencdo do peso da argila + dispersante (A+D) e da argila +

silte + dispersante (A+S+D).

Os resultados foram expressos em porcentagem da terra fina seca ao ar (TFSA).
Das aliquotas pesadas, foi subtraido o peso do dispersante que, neste experimento,

correspondeu a cerca de 0,014 g.

Argila (%) na TFSA = [peso da argila + dispersante (A+D) - peso do dispersante (D)] x
500

Silte (%) na TFSA = [peso da argila + silte + dispersante (A+S+D) - peso da argila (A) -
peso do dispersante (D)] x 500

Areia grossa (%) na TFSA = peso da areia grossa (AG) x 10
Areia fina (%) na TFSA =100 - (% argila + % silte + % areia grossa).

4.3.9 Analises de macro e micronutrientes

A finalidade da determinacdo dos parametros de fertilidade é determinar a
quantidade de nutrientes contida nas amostras de solo e correlaciona-las com a capacidade
do solo em consumir CH4. Dessa forma, a matéria organica do solo foi determinada por
cromatografia apos queima; o pH foi medido em solucéo de Cloreto de Célcio centimolar
(SHOEMAKER-MCLEAN-PRATT). Fésforo, Calcio, Magnésio e Potassio foram
extraidos do solo por uma mistura de resina trocadora de cations e anios em meio aquoso
apos agitacdo de 16 horas. Os micronutrientes, como Zinco (Zn), Cobre (Cu) e Ferro (Fe)

foram extraidos em solugcdo DTPA (acido dietilenotriaminopentécetico), de acordo com
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Glass & Orphan (2012) e determinados pelo método de espectrometria de absor¢do
atdbmica por plasma utilizando equipamento MP-AES (Microwave Plasma - Atomic
Emission Spectrometry), marca Agilent modelo 4200. Conforme descrito na introducéo,

micronutrientes podem ser limitantes para o consumo de CH4 (HO et al., 2013).

4.3.10 Preparo dos Microcosmo
Para o preparo dos microcosmos, 300 mL de solo peneirado (ABNT 2 mm) foi
acondicionados em frascos tipo reagente selados, com capacidade de 1 L e com portas de
amostragem de gases.
De acordo com o resultado do ensaio de densidade aparente, foi calculada a massa

necessaria para obter-se um volume de 300 mL de solo conforme descrito a seguir:

D =

<| 3

Onde: D é a densidade aparente do solo, em g cm;
m € a massa, em ¢;
V é o volume, em mL.

Os microcosmos foram mantidos a temperatura de 25°C. Diariamente e apds a
coleta de gases, 1 mL de solucdo que simula os exsudatos na rizosfera (BAUDOIN et al.,
2003) adaptada por van Zwieten et al., (2014) foram adicionados ao solo em todos os
tratamentos para manter a respiracao basal do solo. A solucéo risosférica foi constituida
de 18,538 mmol L de glucose, 18,538 mmol L de frutose, 9,27 mmol L™ de sacarose,
4,634 mmol L de acido citrico, 9,27 mmol I L de &cido latico, e 6,952 mmol L de

acido succinico.

A incubagdo dos experimentos foi realizada em frascos tipo reagente com
capacidade de 1 L, com tampas adaptadas com sistema de amostragem, como mostra a
Figura 24. As seringas utilizadas para a coleta de gases (Becton, Dickinson and Co.,
Franklin Lakes, NJ, EUA) foram adaptadas com uma valvula de torneira de quatro vias

adicionado de tampa nédo ventilada (QOSINA, Nova lorque, EUA).

A pré-incubacéo foi feita com condicdo de umidade ajustada para 40% WFPS,

durante 7 dias. Apds a pré-incubacdo, os frascos receberam o tratamento com e sem
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N-(NH4)2SOs. (0 equivalente de 100kg N/ha), foram incubados por 10 dias a 25°C com
iluminagdo natural. Todos os frascos receberam diariamente 5000 pug mL™ de carbono
(solucdo rizosférica). A umidade foi corrigida diariamente. Todos os experimentos foram

feitos em quadruplicata. 4.3 Coleta e Analise Dos Gases

Diariamente, durante um periodo de 10 dias, foram coletadas amostras de gases
dos frascos incubados para a determinacdo de CHa, nos intervalos de tempo de 1; 30; 60

e 90 min. O procedimento de coleta de gas foi 0 mesmo para todos 0s experimentos.

Figura 24— Frasco contendo uma valvula de torneira de 4 vias com 2 fechaduras fémea e
macho do tipo luer com bloqueio de rotacao (QOSINA, NY, EUA) acoplada a um tubo
Bev-A-Line® (LI-COR Biosciences, NE, EUA; P/ N 8150-250) inserido na tampa do
frasco.

Depois de fechar os frascos, o bloqueio da valvula foi mantido na posicéo 3; para

coleta de amostras, o bloqueio da valvula foi colocado na posi¢édo 1; apés a coleta da
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amostra, foi rapidamente direcionado para a posi¢do 2 e retornado para a posicdo 3
(Figura 3). Esta Ultima etapa permite o equilibrio da pressdo de géas no interior do frasco.

As amostras de gas foram coletadas utilizando uma seringa de 20 mL e analisadas
no mesmo dia por cromatografia gasosa com captura de elétrons para N2O e por detec¢do
de ionizagdo de chama para 0 CO2 e CH4 utilizando um cromatdégrafo GC 2014 Shimadzu,
Kyoto, Japan, calibrado diariamente com padrdes de N>.O, CHs e CO2 em diferentes
concentracgdes. O sistema foi equipado com uma coluna empacotada HayeSepTM N (1.5
m, 80-100 mesh) para a separagdo de N2O; e com uma coluna empacotada ShimaliteTM
Q (0,5 M, 100-180 mesh) para a separacdo de CH4. Foram utilizados como gases de

arraste hélio e nitrogénio.

Para calcular o fluxo de gases das 4 amostras, 20 mL de amostra foram recolhidas

no intervalo de tempo de 1; 30; 60 e 90 min apos o fechamento do frasco em cada amostra.

O fluxo de gas foi determinado de acordo com a equac¢éo abaixo:

AGEE n° moles de ar no
interior do frasco
At M, x n
Fluxe = X MM, X x 24
Migiq MM Eds

Onde, o fluxo ¢é expresso em pg kg solo? dia™;

AGEE /At é a variacao da concentracdo de cada GEE no interior do frasco, durante

o tempo de coleta em que o frasco esta fechado, em pmol mol™ h?;
Msolo € @ Massa de solo seco, em kg;

MMgss € a massa molecular do gés;

Me é a massa atdmica do elemento de interesse;

n é o nimero de elemento de interesse na molécula de gas;

24 ¢ fator de converséo para dia.
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4.4 Analise estatistica
Para testar a hipdtese que os solos sob vegetacdo nativa diferem no consumo de

CHjs dos solo sob manejo agricola, foi proposto uma Analise de Variancia (ANOVA). A
mesma analise foi proposta para testar a hipotese que solo sob vegetacao nativa tratados
com N-(NH4)2SO4 diferem no consumo de CHs dos solo sob vegetagdo nativa sem

tratamento.

Para verificar como as propriedades fisico-quimicas dos solos se comportam, se
relacionam ou influenciam o consumo de CHs no solo, foi proposto uma Teste de

Correlacédo de Pearson no solos sob vegetacdo nativa sem tratamento com sulfato.

Para explorar e reduzir as dimensfes multivariadas foi proposta um Analise de
Redundancia (RDA) no qual foram criados eixos de ordenacdo que melhor explicassem

a quimica do solo em funcdo do consumo de CHa.
Por fim, uma analise de agrupamento foi proposta através de um Teste Tukey.

A ANOVA ,Teste de Correlacdo de Pearson e Teste Tukey foram feitos através

do software Microsoft Excel acoplado a extensdo XLSTAT para analises estatisticas.

A RDA foi feita através do software CANOCO 4.5 (ter BRAAK & SMILAUER
2002).
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5. Resultados

5.1 Consumo de CH4

Os fluxos médios de C-CHa sdo apresentados na Tabela 1. Verificou-se que solos
de &reas adjacentes que inicialmente consumiam CHg perdem essa capacidade quando em
condicgdes de cultivo, independentemente do bioma que sdo provenientes e da cultura
adotada. Por outro lado, os solos naturais (i.e. solos que ndo sofreram conversao para area
agricola) apresentam capacidade de consumo de CH4 que varia de 0 pg C-CHa kg solo
diat a 27,18ug C-CH4 kg solo™dia® (amostral de Araras-SP). As amostras de solos
oriundos do Bioma Caatinga e 0 solo de Sorocaba ndo apresentaram capacidade de

consumir CH4 (Figura 25).
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5.2 Efeito do Sulfato de Amonio no consumo de CHa

Uma caracteristica dos solos agricolas é o fato que todos possuem um histérico de
adubacdo no qual foi inserido N na forma de adubo organica ou inorganico. Para testar se
a adicdo de N foi significativa para interrup¢do do consumo de CHas, foi proposto uma
analise de variancia (ANOVA) entre os solos naturais e 0s solos naturais com adicao de
N-(NH4)2SO4. O resultado indica que ha diferenca significativa entre as variaveis (p <
0,05), indicando que a adi¢do de N diminui significativamente o consumo de CH4 no solo
(Figura 26). No entanto, apesar de diminuir o consumo, 0s solos permanecem como

sumidouro do gas apds a adicdo do fertilizante nitrogenado (Tabela 2).

C — CH, pug kgt solo dia *

*p<0,05
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Figura 26 — Rela¢do do consumo médio de CH4 em solos naturais com e sem
adicdo de N- (NH4)2SO4. A significancia na reducdo de consumo é p < 0,05 e o coeficiente
de correlagdo sobre o efeito de reducio de consumo na presenca de N- (NH4)2SOse r? =
0,95.

Os resultados apresentados na Tabela 2 e Figura 25, mostram o efeito da adigéo
de fertilizante nitrogenado contendo amoénio no consumo de CHs. Verificou-se que ha
diminuicdo do consumo de CH4 de forma significativa (p < 0,0001) quando adicionado
N- (NH4)2SO4 nos solos naturais, no entanto alguns solos s&o mais resistentes do que
outros a adi¢éo do fertilizante. Posteriormente realizou-se teste de comparacdo de médias
(Tukey) para avaliar o efeito da adigéo do fertilizante em cada solo. A perda de capacidade
de consumir CHa variou de 16,87 a 100%. Os solos que apresentaram maior resisténcia

ao uso do fertilizante sdo os solos de Araras, Brasilia e Aiuruoca.
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Tabela 1 — Consumo de CH4, Quimica e Textura do Solo.

sitio  Us0do
solo
Natural
Araras
Agricola
Natural
Sorocaba
Agricola
Natural
Brasilia
Agricola
Natural
Itirapina
Agricola
Porto Natural
Alegre agricola
Natural
Pelotas
Agricola
Natural
Sao Luiz
Agricola
Natural
Aiuruoca
Agricola
Natural
Sdo Jodo
Agricola
Natural
Petrolina
Agricola
Natural
Mossoré
Agricola

Fluxo de C-CHj4
(ug kg solo*dia?)

-23,7+0,5
04+0,2
02%01
03%0,1

-24,0 0,8
-0,7 0,1
-34%06
-0,2+0,3
-6,5+0,3
-02+01
-1,3+0,2
02+0,2
-34%01
0,1+0,1

-205+11
02+03
1,3+0,8
01+0.2
01+0,2
02%0,2
02%0,2
01+0,2

pH

6,1
47
6.4
5,0
4.2
5,0
39
5,3
43
44
41
5,8
3,8
6,2
39
6.9
4,0
47
45
6,4
6.2
6.9

NHa4 *
(mg/kg)
75
5,5
1,0
1,4
8,0
8,8
6,4
1,9
1.2
7,1
2,2
14
4,9
0,9
13,3
5,8
9,5
3,7
0,5
0,3
0,1
0,2

NOs
(mg/kg)
24,6
2,7
49,9
9,2
6,6
21,7
1,7
1,0
4,9
9,0
0,7
14
41,0
16,4
7.8
30,7
4,1
3,3
10,1
23,6
16,6
16,6

Areia
(%)
31,2
44,7
34,3
51,9
44,0
48,6
90,8
91,2
47,7
47,4
83,2
87,7
64,2
66,5
72,5
57,7
90,1
91,9
80,0
88,8
51,4
51,5

argila
(%)
52,5
47,8
53,4
35,5
50,0
43,1
7,4
2,5
24,0
23,8
8,8
6,7
24,1
17,5
24,1
37,7
2,5
2,7
7,7
4,7
39,6
40,9

silte
(%)
16,3
7,5
12,3
12,7
6,0
8,3
1,8
6,3
28,3
28,7
8,0
5,6
11,7
15,9
34
4,5
7,4
54
12,3
6,5
9,0
7,6
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Tabela 2 — Consumo de CH4 sem e com adigdo de N- (NH4)2SO4 e efeito de

inibicdo em solos naturais

Area Fluxo de C-CH4(ug kg solo'ldia'l) % P valor
Sitio Uso do solo Natural Natural + N Inibicdo  Significancia

Araras Natural -23,7+0,5* -19,7+0,4 16,87 0,0001
Agricola -0,4+0,2 -0,2+0,2 - -
Sorocaba Natural 02+0,1 0,3+0,1 - -
Agricola 0,3+0,1 0,0+0,4 - -

Brasilia Natural -24,0+0,8 -14,0+0,7 41,66 0,0001
Agricola -0,7+0,1 0,0+0,1 - -

Itirapina Natural -34+0,6 -1,0+0,1 70,58 0,0001
Agricola -0,2+0,3 -2,6+0,4 - -

Porto Alegre Natural -6,5+0,3 -2,9+0,4 55,38 0,0001
Agricola -0,2+0,1 -0,7+0,1 - -

Pelotas Natural -1,3+0,2 0,0+0,2 100 0,07

Agricola 0,2+0,2 0,2+0,2 - -

Séo Luiz Natural -34+01 -0,2+0,1 94,11 0,0001
Agricola 01+0,1 0,0+0,1 -

Aiuruoca Natural -205+11 -10,0+0,4 51,22 0,0001
Agricola 0,2+0,3 0,1+0,2 - -
Séo Jodo Natural 1,3+08 0,2+0,2 - -
Agricola 0,1+0,2 0,1+0,2 - -
Petrolina Natural 0,1+0,2 -0,1+0,3 - -
Agricola 0,2+0,2 -0,4+0,8 - -
Mossord Natural 0,2+0,2 0,2+0,2 - -
Agricola 0,1+0,2 0,1+0,2 - -
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5.3 Parametros relacionados ao consumo de CHs
Outros fatores quimicos, como micro e macronutrientes, podem estar relacionados

com a variagao que ocorre em consumo de CHs entre os amostrais coletados em diferentes
gradientes latitudinais (representativos dos biomas Mata Atlantica, Cerrado, Pampas e
Caatinga) nas areas naturais. Para poder observar e descriminar as variaveis quimicas e
texturais que contribuem para explicar o consumo de CH4 (Tabela 1) em diferentes
regides coletadas, foi feita uma andlise de redundéancia - RDA (figura 27).

MS — Mata Atlantica Sao L
Paraitinga;

MA — Mata Atlantica Aiuruoca;
AS — Amazbnico Santarém,;
PP — Pampas Pelotas;

PPA — Pampas Porto Alegre;

WE

1.0

CB — Cerrado Brasilia;
CA — Cerrado Araras;
CS - Cerrado Sorocaba;

PP

-

Fin \NH,

In_NH,

Cl — Cerrado ltirapina;
CSJ - Caatinga Sao Joao;
CP — Caatinga Petrolina;
CM — Caatinga Mossoro.

Arxgi OM C

Argila

Eixo 2 (41,7%)

Nativo_controle Mn

Nativo_Fertilizante

Agricola_controle pH

¢ O B »

-1.0

Agricola_Fertilizante

04 Eixo 1 (3,7 %) 1.0

Figura 27 - Diagrama de ordenacé&o restrita ao consumo de CH4 nos dois primeiros eixos
da analise de redundancia (RDA) com base nas caracteristicas quimicas e fisicas dos solos
de diferentes locais de amostragem e sua relagdo com o uso do solo (agricola ou natural),

com fertilizante ou ndo.

A relacdo entre as caracteristicas quimicas do solo e o consumo de CH4 observado
em cada bioma entre os amostrais de area natural e area de manejo agricola, nos quais
foram feitos tratamentos com e sem N-(NH4).SOs, foram calculados por anélise de
redundancia (RDA).
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A andlise de redundancia apresentou espaco de ordenagdo nos quais os dois
primeiros eixos explicam quase metade da distribuicdo ilustrada na Figura 27. O fato de
0 dois eixos explicarem apenas 3% das ordenacdo da distribuicdo na analise de
redundancia pode ter ocorrido devido ao fato de estarmos tratando apenas uma variavel
ambiental (consumo de CHa). Isso indica que 0 eixo nos quais sdo tratados as variaveis
ambientais que compdem os atributos quimicos e fisicos solo tém a maior explicacdo da

distribuicdo da ordenacdo apresentada na ilustragéo.

Um total de (soma dos eixos) 45,4% de toda a variacao foi explicado pelos dois
eixos da RDA (Figura 27). Os resultados da RDA, que foram feitos em funcéo do
consumo de CH4, mostram que os amostrais de solo agricola se organizam de maneira

diferente dos solos naturais.

Os solo agricolas e os amostrais de Sorocaba (nativo e agricola), estdo
relacionados com fdsforo (P), Potassio (K), Zinco (Z), Boro (B), Nitrato (NO3z") e pH;

Os solos do bioma Caatinga estao relacionados com teor de areia, sédio (Na) e
Amonio (NH4"), os solos das areas naturais do Pampas, Itirapina (cerrado) e S&o Luiz do
Paraitinga (Serra do Mar - mata Atlantica) estdo relacionados com teor de silte e

concentragdo final de NH4* (baixa nitrificacdo);

Os solos naturais de Araras (Ecétono Cerrado/ Mata Atlantica), Aiuruoca (Mata
Atlantica) e Brasilia (Cerrado) estdo relacionados com Ferro (Fe), Aluminio (Al), Matéria
Organica (MO), NH.*, Nitrogénio (N), Carbono (C), argila e Manganés (Mn).

A imagem permite que observemos trés grupos bem definidos: amostrais de solos
gue ndo consomem CHa, amostrais de solo com consumo intermediario (dentro da faixa
27,18 — 0,00 pg C-CH4 kg sololdia™) e amostrais que sdo bons consumidores de CHa.

Esse grupos sdo comprovados pelo teste de Tukey (Figura 29)

O amostral que ndo consome CHa se agrupou com 0s solos agricolas e o0 solos

naturais provenientes do bioma Caatinga e regido de Sorocaba-SP.

O amostral com consumo intermediario CH4 (X = -3,83 pg Kg* solo dia ) se
agrupou com os solos provenientes da regido de Sao Luiz do Paraitinga — SP, Itirapina —
SP, Porto Alegre — RS e Pelotas — RS. Além de ser um grupo que consome pouco CHa.
Outra caracteristica comum que une o0 grupo € o alto teor de areia na composicdo da

textura.
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O amostral que apresenta maior consumo de CH4 (X = -22,69 ug Kg* solo dia %)
se agrupou com 0s solos provenientes da regido de Brasilia— DF, Araras-SP e Aiuruoca-
MG. Além de possuirem a caracteristica de serem grandes consumidores de CHs, outra
atributo que une este grupo é o fato de serem resistentes a adi¢cdo de N-(NH4)>SOa. Este
resultado demonstra que mesmo ap6s a comunidade metanotréfica ser exposta a alta

concentracao de NH4*, o consumo de CH4 néo foi interrompido.

Ainda interpretando a ilustracéo (figura 27), podemos observar que os amostrais
de solos agricolas se distribuem de maneira distintas dos amostrais proveniente de areas
naturais sob o critério de consumo CHs e quimica do solo. Destacando que 0s
agrupamentos formados tiveram forte influéncia das caracteristicas fisicas e quimicas

locais do solo, ou seja, independe do bioma que é proveniente.

5.4 Efeito da mudanca do uso da terra sobre o consumo de CHa4

Testamos se ha diferenca significativa entre os amostrais de solos agricolas e solos
naturais com analise de variancia entre os dois grupos (ANOVA). O resultado informou
que ha diferenca significativa (p < 0,05) entre a variancia do conjunto de dados dos solos
naturais e dos solos agricolas. Como os solos agricolas pertencem ao grupo que nao
consomem CHs e se divergem significativamente com os solos naturais, podemos
interpretar que a mudanga do uso do solo seja um dos fatores que contribuam para a

interrupcao do consumo de CH4 (Figura 28).

C — CH, g kgt solo dia *

-6 1 *p< 0,05
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Figura 28 — Relacéo do consumo médio de CHj4 entre os solos agricolas e o solos

naturais
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Em média, os solos agricolas ndo consomem CHjs e o solos naturais consomem o
valor médio entre 6,0 (considerando os representes do bioma caatinga e Sorocaba-SP) a
9,37 6 pg Kg? solo dia " (desconsiderando os amostrais naturais que nido consomem
CHoa).

Os amostrais que consomem CHgs sdo referidos como solos que apresentam
metanotrofia, sdo solo naturais e divergem dos conjuntos de solos agricolas, dos
representantes da caatinga e do amostral observado em Sorocaba-SP. Por isso, foi
proposto um teste univariavel (Tukey) entre as amostras de solos naturais para observar
como se 0 agrupamento resultante (Figura 29) condiz com o observado pela anélise RDA
(Figura 27). Com significancia p < 0,05, os solos naturais se agrupam da seguinte

maneira:

A (Mossor6 — RN, Petrolina — PE, Sao Jodo - PE, Sorocaba-SP e Pelotas —RS); B
(Itirapina —SP, Séo Luiz do Paraitinga —SP); C (Porto Alegre — RS);D (Aiuruoca -MG);
E (Araras — SP, Brasilia — DF)

]
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Figura 29 — llustracédo do resultado do teste de Tukey que separa os resultados de consumo

de CH4 em grupos por diferenca significativa entre a variancia dos dados.
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O resultado do teste Tukey corroboram com os resultados apresentados na Figura
27, onde os maiores consumidores de CH4 se agrupam em um arranjo distinto dos
amostrais de consumo intermediario e os que ndo consomem CHs. Ainda na figura 27,
podemos observar que o consumo de CH4 esta relacionado com atributos quimicos e por

isso fizemos um teste de correlacdo (Figura 30).

p < 0,0001

Figura 30 — Correlacdo entre os fatores quimicos e o fluxo de CHa. r = correlagdo de
Person entre as variaveis; p = nivel de significancia. A espessura das setas representam a
intensidade de correlacdo (forte ou fraca), as cores das setas sdo coerentes com a
polaridade da correlacdo (positiva ou negativa), setas tracejadas ndo estdo relacionadas

diretamente com o fluxo de CHa.

O diagrama da Figura 30 reduziu o campo aos parametros mais importantes
relacionados ao consumo de CHas, demonstrando que cinco atributos quimicos se
mostraram significativamente relacionados com o consumo de CHas. Neste trabalho,
observamos que os fatores quimicos manganés (Mn), NH4*, NOs", Cu*?, Aluminio (Al*3)

estdo negativamente correlacionados com os padrfes observados no consumo de CHs
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(Figura 29) e sodio (Na*) esta positivamente correlacionado (r = 0,402; p = 0,03) com 0s
padrdes de emissdo de CH4. Somente 0s amostrais provenientes do bioma da caatinga foi
encontrado Na®, estes amostrais, além de ndo consumirem CHs, em determinados
momentos emitiram CHy4, apresentando uma média positiva em relacdo ao fluxo. Desta
maneira, podemos interpretar que Na* esta correlacionado (positivamente) com a emissao

de CHa4 e quanto maior a quantidade de Na*, maior é a concentracéo de CHa.
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6. Discussao
6.1 Fatores que interferiram no consumo de CHs4

Os resultados deste estudo demonstraram que o consumo de metano (que é
realizado exclusivamente por microrganismos metanotroficos) esta mais relacionado com
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, assim como o uso e ocupagdo (Figura 30).
Entende-se que quando ha uso agricola, por exemplo, o solo é movimentado, inserem
nutrientes, ha alteracdo quimica como correcdo do pH e pode haver alteracdo fisica como
compactacdo do solo que diminui a densidade e a capacidade do solo de absorver agua.

Todos estes fatores sdo variaveis consideradas neste trabalho.

6.2 Limitantes para o consumo de CHjs4

Sabendo que crescimento populacional dos microrganismos do grupo MOB
(metanotrofia) € inibido pela disponibilidade de N-NH3z e N-NHa, esperava-se que a
principal causa da auséncia de consumo de CH4 em solos agricolas, hipotese desse
trabalho, seria a adi¢do de fertilizante nitrogenado. Para tanto, os solos coletados de &reas
nativas foram submetidos a adi¢éo do fertilizante. Embora a diminuicdo do consumo de
CHa pelo efeito da adicdo de fertilizante nitrogenado seja significativa (p < 0,05), ndo
verificou-se a interrupgdo do consumo de CH4 como ocorreram com 0s amostrais dos
solos agricolas. A maioria dos solos naturais continuam executando 0 seu Servico
ecossistémico como dreno deste gas (Figura 25), indicando que a adi¢do de nitrogénio na
forma de fertilizante pode ndo ser o principal causador da inabilidade do solo como

consumidor de CHa.

Um resultado que corrobora para o efeito secundario da adicdo de NH4" sobre o
consumo de CHs foi obtido na andlise de correlacdo para avaliar quais parametros
estariam correlacionados com o consumo de CHs em solos nativos. Os resultados,
representados na Figura 30, demonstram que o maior consumo de CHj foi verificado nos
solos com maior teor inicial de NH4 e que também apresentaram o maior teor final de
NOgz", que indicaria o potencial de nitrificagdo do solo. Desta forma, esses resultados
indicam que em condicBGes naturais de nitrificacdo e consumo de CHs sdo nichos

ecologicos que ocorrem simultaneamente e ndo competiriam.
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e Cobre

De fato, é relatado na literatura que h& relagdo de alguns metais com o
metabolismo de microorganimos metanotréficos (GLASS & ORPHAN 2012). A
atividade enzimaética microbial é intermediada por co-fatores que frequentemente contem
metais e as atividades enzimaticas sdo especificamente relacionadas com Cu e Fe. Estes
metais estdo presentes em estruturas importantes para que ocorra metanotrofia por via
aerdbica e anaerdbica, como por exemplo, nas enzimas metano monooxigenase (MMO),
metano monooxigenase particulado ((MMO) (MURRELL et al. 2000; HAKEMIAN &
ROSENZWEIN et al. 2007) e em gene que envolve nitrato-redutase dependetente de CH4
(MEDINETS et al. 2015).

Embora Fe*? ndo tenha demonstrado correlacio significativa com consumo de
CHa, hé correlacdo (r = -0,399) significativa (p < 0,03) entre Cu*?e Fe*2, ambos metais

importantes para que ocorra metanotrofia e redugdo de NH4" até NO3".
e Manganés

A partir dos resultados obtidos foi observado que além da correlacdo do consumo
de CH4 com Cu*?, ha uma forte relagdo (p < 0,0001) do consumo de CH4 com Mn. De
acordo com Szpuna (2005), ap6s Fe e Ni, o metal mais importante para metanotrofia € o
Mn. Todavia, com nossa metodologia ndo podemos afirmar que esta relagédo € diretamente
relacionada atividade enzimaética, pois nos experimentos ndo foram feitas anéalises
moleculares ou bioquimicas. No entanto, € possivel inferir sobre a relagdo com atividade
metanotrofica, ja que apenas microrganismos metanotréficos sdo capazes de consumir
CHa, e consequentemente, envolve estruturas moleculares dependente de metais (eg.
MMO e pMMO).

e Amonio e Nitrato

A maioria dos desnitrificadores sdo microrganismos aerobicos facultativos, que
na auséncia de O utilizam NO™ como receptor de elétrons (FELGATE et al., 2012). O
processo bioldgico para atividade redox (redugio de NO* para NO") envolve Fe*? e Mn*
(MEDINETS et al., 2015). Por outro lado, o grupo AOB, que oxida NH4", necessita de
Cu?* e Fe*? como cofator enzimatico para executar este processo e por fim ocorrer

crescimento celular e ganho energético (MURRELL et al., 2000; GLASS & ORPHAN
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2012). Os resultados deste estudo demonstraram que o consumo de CH4 possui correlacédo
negativa significativa com as concentragdes de NH4" inicial do experimento [a forma de
(NH4)2SO04; (p < 0,02)] e correlagdo negativa significativa com o aumento das
concentracdes de NOs™ no final do experimento (Figura 30). O aumento de NO3™ na fase
final do experimento demonstra que ocorreu nitrificagio, processo que envolve Cu*?
(como co-fator) e NH4* resultando em NOs", que por sua vez, necessita de Fe*? para ser
reduzida de NO>™ (Nitrito) (MEDINETS et al., 2015). Assim, as correlagdes entre NHa+,
NOz e CH4 sdo negativas, indicando que o consumo de CH4 nédo foi favorecido pela

adicdo de N.

A interferéncia de N na metanotrofia observada em nosso resultado corrobora com
a hipotese proposta inicialmente no trabalho: A adicdo de N-(NH.4)2SO4 reduz o consumo
de CHs, diminui o potencial de consumo de CH4 em solos naturais e interrompe 0
consumo em solos agricolas, destacando uma necessidade para um manejo sustentavel
sob a necessidade de fazer a manutencdo do servigo ecossistémicos executados pelos
microrganismos dos solos drenados, no qual convertem CH4 em compostos que possuem

menor interferéncia no ambiente, como o CO» e H,0.
e Salinidade e presenca de Sodio

N&o se sabe ao certo o efeito o so6dio no metabolismo de oxidagdo de CHa,
entende-se que é um importante cofator para obtencdo de energia e esta presente na forma
de NAD e NADH, todavia, a disponibilidade de Na* ndo interfere no processo de
oxidacdo de CHs em nivel molecular (ALVAREZ-COHEN & McCARTY, 1991). Por
outro lado, a salinidade é uma ameaca para as comunidades microbianas, pois restringe a
capacidade metabdlica dos microrganismos a biodegradacdo, o que tende a reduzir a
atividade microbiana no solo (PEREIRA et al., 2004; FREITAS, 2016). O sddio tem
potencial de salinizar o solo e, como consequéncia da salinidade, ocorre diminuicdo da

biomassa de microrganismos e baixa atividade enzimatica (PEREIRA et al., 2004).

A salinidade pode explicar outras relagbes observadas neste trabalho, os solos
agricolas, assim como os solos salinizados naturalmente com sédio provenientes do
bioma da caatinga, ndo apresentam consumo de CHas. Os fertilizantes inorganicos,
comumente aplicados no manejo agricola, possuem em sua composi¢édo sais como sulfato
de Mg, Zn, Mn, Cu e Co, que pode acarretar na salinizacdo do solo, perda da diversidade
e interrupcdo da metanotrofia (PEREIRA et al., 2004).
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Pereira et al., (2004) observaram que a biomassa de microrganismos em areas
cultivadas era menor que a biomassa em areas nativas, o que indica que a atividade
microbiana em solo agricola é menor. Por esta razéo, acredita-se que a salinizagéo do solo

seja uma possivel explicacdo para a maioria dos solos testados que ndo consumiram CHa.
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7. Conclusédo
Solo naturais consomem CH4, desempenhando a funcéo de drenar o acumulo do

géas da superficie terrestre. A adicdo de N-(NH4)2SO4 diminui a capacidade de consumo
de CH4 dos solos naturais. Embora a hipotese inicial tenha sido que a adi¢do de N-
(NH4)2SO4 interromperia 0 consumo de CH4, verificamos que, apesar de ndo
interromper, a adigdo de N-(NH4)2SO4 diminui de forma significativa a fungéo do solo

em consumir o gas.

Os solos naturais que apresentaram salinidade ndo consumiram CHa. A salinidade
restringe a capacidade metabdlica dos microrganismos a biodegradacdo, o que tende a
reduzir a atividade microbiana no solo. Este fator justifica a auséncia de metanotrofia em
solos salinizados, como é o caso das areas de Mossor6-RN, Sdo Jodo — PE e Petrolina-
PE.

Observamos que nenhum solo de area cultivada consumiu CHs de forma
significativa. Em alguns casos houve inclusive emissdo de CH4. No uso agricola, além da
adicdo de N, o solo é movimentado, sofre correcdo do pH e sd@o inseridos
nutrientes/minerais que podem ser toxicos para grupos metanotroficos ou favorecer
nichos especificos para outras comunidades de microrganismos (eg. nitrificantes). A
deplecédo ou deslocamento dos microrganismos metanotréficos justificaria a auséncia de

metanotrofia nessas areas.

A adicdo de N-(NH4)2SO4 néo foi o fator determinante para que o solo perca a
capacidade de drenar o gas, indicando que a mudanca do uso da terra (para uso agricola)
seja a razdo pelo qual o solo deixe de desempenhar o servico ambiental de converter CHs
pra COz e H20.
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Apéndice

Dias apés a fertilizacao
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Figura 31 - Solo do municipio de Planaltina, Brasilia — DF. Foi feito incubacdo por 40
dias para verificar a estabilidade do fluxo e testar o microcosmo. A estabilidade ocorreu
apos o 10° dia, os demais experimentos foram padronizados com base neste modelo. Seta
laranja: diferenca entre solo de &rea natural e solo de &rea cultivada; seta vermelha: diferenca
entre 0 eixo (zero) e o tratamento com adi¢do de (NH4).SOs4; seta azul: diferenca entre solo de

area nativo sem e com adicéo de (NH.)2SO..
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Figura 32 - Solo do municipio de Itirapina-SP. Foi feito incubacdo por 10 dias.. Seta

laranja: diferenca entre solo de area natural e solo de area cultivada; seta vermelha: diferenca
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entre o eixo (zero) e o tratamento com adicdo de (NH.),SQOs; seta azul: diferenca entre solo de

area nativo sem e com adi¢do de (NH4)2SOa,
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Figura 33 - Solo do municipio de Araras-SP. Foi feito incubacédo por 10 dias.. Seta laranja:
diferenca entre solo de area natural e solo de &rea cultivada; seta vermelha: diferenga entre o
eixo (zero) e o tratamento com adigdo de (NH4)2SOs; seta azul: diferenga entre solo de area nativo

sem e com adicdo de (NH4)2SO4.
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Figura 34 - Solo do municipio de Sorocaba-SP. Foi feito incubacdo por 10 dias.
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> MATA ATLANTICA

Dias apds a fertilizaciao
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Figura 35 - Solo do municipio de Séo Luiz do Paraitinga-SP. Foi feito incubacdo por 10
dias.. Seta laranja: diferenca entre solo de area natural e solo de érea cultivada; seta
vermelha: diferenca entre o eixo (zero) e o tratamento com adicdo de (NH4).SO4; seta azul:

diferenca entre solo de area nativo sem e com adi¢éo de (NH4).SO4.
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Figura 36 - Solo do municipio de Aiuruoca - MG. Foi feito incubacdo por 10 dias.. Seta
laranja: diferenca entre solo de area natural e solo de &rea cultivada; seta vermelha: diferenga
entre o eixo (zero) e o tratamento com adicdo de (NH4)2SOs4; seta azul: diferenca entre solo de

area nativo sem e com adi¢do de (NH4)2SO.,
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» PAMPAS

Dias apos a fertilizagio
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Figura 37 - Solo do municipio de Porto Alegre - RS. Foi feito incubacéo por 10 dias.. Seta

laranja: diferenca entre solo de &rea natural e solo de &rea cultivada; seta vermelha: diferenca

entre o eixo (zero) e o tratamento com adicdo de (NH4)2SO4; seta azul: diferenca entre solo de

area nativo sem e com adicao de (NH4)>SOa.
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Figura 38 - Solo do municipio de Pelotas - RS. Foi feito incubacdo por 10 dias.. Seta

laranja: diferenca entre solo de area natural e solo de &rea cultivada; seta vermelha: diferenca

entre o eixo (zero) e o tratamento com adicdo de (NH4).SOg; seta azul: diferenga entre solo de

area nativo sem e com adi¢do de (NH4)2SO.,
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» CAATINGA

Solo: Petrolina — PE
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Figura 39 - Solo do municipio de Petrolina - PE. Foi feito incubacéo por 10 dias.
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Figura 40 - Solo do municipio de Mossord-RN. Foi feito incubagéo por 10 dias.



Dias apds a fertilizacdo
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Figura 41 - Solo do municipio de Sdo Jodo-PE. Foi feito incubacao por 10 dias.

> AMAZONICO

Dias apés a fertilizacio
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Figura 42 - Solo do municipio de Santarém-PA. Amostra (A). Foi feito incubacgéo por 12
dias. Este experimento ndo foi utilizado devido a escassez de informagOes sobre a area.
No entanto, podemos observar que a amostra de solo dessa area segue 0 mesmo
comportamento dos solos do municipio de Sorocaba-SP e Pelotas-RS.
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Dias apés a fertilizacio
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Figura 43 - Solo do municipio de Santarém-PA. Amostra (B). Foi feito incubacdo por 12
dias. Este experimento ndo foi utilizado fugir do delineamento do experimento, os pares
de solo foram provenientes de area nativa e pastagem (sem histdrico de adubacdo). No
entanto, podemos observar que a amostra de solo da area nativa segue 0 mesmo
comportamento do solo do municipio de Aiuruoca-MG e Araras-SP, enquanto a amostra
da pastagem segue o comportamento do solo do municipio de Porto Alegre-RS.
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