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Resumo — O objetivo destetrabal ho foi determinar as popul agdes microbianas e suas atividades envol-
vidas no ciclo do S, de solos virgem e cultivado, e as suas relagdes com as diferentes fragbes de S no
solo. Das popul agBes de mi crorgani smos pesqui sados, apenas foram encontradas as bactérias autétrofas
oxidantesde S°em pH 5,0 e as heter6trofas oxidantes de tiossulfato, que representaram menos de 0,1%
das bactérias totais. A média das bactérias autdtrofas foi 0 dobro das heterétrofas. As maiores conte-
gensde bactériastotais, autétrofas e heterétrofas foram encontradas nos solos com milho, de pastagem
e de floresta integrada, respectivamente. A atividade da arilsulfatase foi maior em solo de floresta
integrada e a da rodanase em solo de pastagem. A arilsulfatase correlacionou com as populagdes de
heterotroficos, C organico, Stotal, Sorganico, matériaorganicae umidade do solo; earodanasecom C
organico, Stotal e Sorganico. Osteores de S organico e sulfato foram de 94-98% e 2-6% do Stotal,
respectivamente. Os maioresteores de Stotal e organico foram encontrados no solo deflorestaintegra-
da. O Stotal correlacionou com o Sorganico, umidade e matériaorganica, e 0 Sorganico com amatéria
organica.

Termos paraindexacdo: bactéria, oxidagao, arilsulfatase, rodanase.

Activity and microbial populationsinvolved in sulfur cycling in soilswith different vegetations

Abstract — The objective of thiswork wasto assessthe microbial populationsanditsactivitiesinvolved
inthe Scycle, of virgin and cultivated soils, and itsrelationships with the different fractions of Sinthe
soil. Theinfluence of soilswith different vegetations on microbiological and biochemical characteristics
was investigated. Out of the different populations of microorganisms examined, only the S*-oxidizing
autotrophic bacteria and thiosulfate-oxidizing heterotrophs that represented less than 0.1% of the total
bacteriawerefound. The average of autotrophswas doublethat of the heterotrophs. The highest counts
of total bacteria, autotrophic and heterotrophic microorganismswere found in corn, pasture and forest
soils, respectively. Arylsulfatase activity was greater in forest soil, and rhodanese activity in pasture
soil. Arylsulfatase correlated with heterotrophic populations, organic C, total S, organic S, organic
matter and soil moisture; and rhodanese with organic C, total S, and organic S. The contents of organic
S and sulfate were of 94-98% and 2-6% of tota S, respectively. The major content of total S and
organic S was found in the forest soil. Total S correlated significantly with organic S, moisture and
organic matter and organic S with organic matter.

Index terms: bacteria, oxidation, arylsulfatase, rhodanese.
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osteoresde Sdisponivel serem bastante baixos, prin-
cipalmente nos solostropicais, e ndo satisfazerem as
necessi dades das plantas (Castellano & Dick, 1990),
alteracBes na conducdo das praticas agricolas tém
concorrido paradiminuir aquantidade de S disponi-
vel (Eriksenet a., 1995). Dessaforma, hanecessida-
de de se aplicar fertilizantes que contenham S na
formaelementar ou superfosfato simples.

Em sistemas de culturas de plantas permanentes,
ndo usualmente fertilizadas, como de espécies
arbéreas e pastagens, as necessidades de S para o
desenvolvimento das plantas devem provir da
reciclagem da matéria orgénica depositada no solo,
por meio de transformagdes microbianas ou quimi-
cas que produzem sulfato disponivel que pode ser
absorvido pelas plantas.

O S organico do solo pode existir como ésteres
de sulfato ou ligado ao C (Shan et al., 1997), e as
sulfatases so as enzimasresponsaveis pelahidrolise
desses ésteres para sulfato (Klose & Tabatabai,
1999). Dentre essas enzimas, as arilsulfatases tém
sido detectadas em inimeros solos (Nahas et al.,
1997). Asrodanases, que catalisam a formacéo de
tiocianato de tiossulfato e cianeto, dois compostos
produzidos no solo (Nor & Tabatabai, 1975) na oxi-
dacdo do S, tém sido pouco estudadas.

Diferentes microrganismos participam da trans-
formac&o do Sinorganico, como as bactérias do gé-
nero Thiobacillus, consideradas de maior importan-
cia na oxidagdo de compostos reduzidos do S no
solo (Lens et al., 2000). Varios microrganismos
heterotroficos também oxidam o S elementar a
tiossulfato, tetrationato e pentationato, resultando como
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produto final o sulfato no solo (Kelly et a., 1997).

O objetivo deste trabalho foi determinar as po-
pulacBes microbianas e suas atividades envolvidas
no ciclo do S de solos virgem e cultivado e suas re-
lacBes com as diferentes fraces de S no solo.

Material e M étodos

Amostras de solosforam coletadas (0-20 cm) de cinco
areas da Estacdo Experimental daUnesp (Jaboticabal, SP)
(Tabela 1). As amostras col etadas de sol o cultivado ou do
horizonte A dos solos de florestas e de pasto foram trans-
portadas imediatamente para o laboratdrio e peneiradas
em peneiras de 2 mm de malha. Parte delas foi secada ao
ar por 24 horas, para as andlises quimicas, e a outra foi
armazenada atemperatura de 4°C em sacos de polietileno
até o momento dadeterminacdo das contagens bacterianas
e da atividade microbiana.

As contagens do nimero mais provavel (NMP) foram
feitasem microplacas com 24 pogos. Amostrasde 10 g do
solo umido foram transferidas a erlenmeyer de 250 mL
contendo 95 mL de solucéo de pirofosfato de sodio 0,1%
(p/v) autoclavado. Ap6s agitagdo por 30 minutosem agita-
dor horizontal e preparacdo de diluicGes decimais de
102 a 109, foram tomadas amostras (0,3 mL) dessas di-
IuicBes e transferidas para microplacas esterilizadas con-
tendo 2,7 mL do meio de cultura apropriado por pogo.
As microplacas foram guardadas em sacos de polietileno
contendo algoddo umedecido em &gua destilada, para
manter aumidade, e incubadas a 25°C.

As bactérias totais foram quantificadas em meio Bunt
& Rovira (1955), incubando-se as microplacas por
24 horas. Os pogos foram observados de forma a detectar
presencaou ausénciade turvagao causada pel o crescimento
bacteriano. Contagens de microrganismos autétrofos fo-

Tabela 1. Caracteristicas quimicas e granulomeétricas de quatro L atossol os Vermelhos (LV) e de um Nitossolo Vermelho

(NV).
Caracteristicas LV LV LV LV NV
Eutréfico eutroférrico distréfico distréfico eutroférrico
(florestaisolada)®  (floresta integrada)® (milho) (eucalipto) (pasto)

Matéria organica (%) 31 43 15 18 2,8
P (mg/dm®) 12,0 37,0 52,0 7.0 14,0
K (mmolg/dm®) 36 33 18 1,8 51
Ca (mmolJdm®) 79,0 88,0 24,0 4,0 37,0
H+AI (mmolJ/dm?) 18,0 25,0 16,0 58,0 47,0
pH (CaCly) 6,1 59 57 4,0 51
Argila (%) 43,0 36,0 30,0 26,0 43,0
Silte (%) 17,0 20,0 4,0 7,0 30,0
Areia (%) 40,0 44,0 66,0 67,0 27,0
Umidade (%) 18,0 23,2 10,0 11,2 18,2

(WA florestaisolada (remanescenteisolado) e aflorestaintegrada (remanescenteintegrado amataciliar) sio classificadas como florestatropical latifoliada

semidescidua

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 37, n. 12, p. 1751-1756, dez. 2002



Atividade e populagdo microbiana envolvida nas transformactes

ram feitas utilizando-se 0 meio ATCC 125 (Lawrence &
Germida, 1988) contendo S° ou tiossulfato, pH 5,0 ou 7,0
eum indicador paramostrar adiminui¢do do pH resultante
da oxidac&o das fontes de enxofre. Asmicroplacas foram
incubadas por oito semanas e verificadas semanalmente
quanto aosresultados positivos. TSB (Trypticase-soy-broth)
contendo S ou tiossulfato (Lawrence & Germida, 1988)
foi utilizado na contagem de populagdes de microrganis-
mos heterotréficos apdsincubacdo das placas por sete dias.
Resultados positivos foram verificados pela detecgéo dos
produtos finais da oxidagéo de S, pelo método de Nor &
Tabatabai (1975).

A atividade da arilsulfatase foi determinada pela uti-
lizag&o de p-nitrofenil sulfato como substrato (Tabatabai
& Bremner, 1970). Uma unidade de atividade
correspondeu aquantidade de enzimaque produziu 1,0 pug
de p-nitrofenol por 1 g de solo seco, por hora. A atividade
da rodanase foi determinada conforme o método de
Tabatabal & Singh (1976). Uma unidade da enzima foi
definida como a quantidade de 1 nmol detiocianato pro-
duzido a partir de 1 g de solo seco, por hora.

O carbono da biomassa microbiana (C-biomassa) foi
medido pelo método de Vance et a. (1987). Foi utilizado
o fator de conversdo de 2,64 paraconverter C extraido em
biomassa. O C orgénico do solofoi estimado segundo Sims
& Haby (1971). Sulfato sollvel e S total foram determi-
nados segundo Bardsley & Lancaster (1965), e 0 S orgéa-
nico foi calculado como a diferenca entre o S tota e o
sulfato. O pH do solo foi determinado narelagéo 1:1 de
solo e 0,01 M CaCl,.

O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, e os dados analisados
pelo programa ESTAT. Os resultados das contagens
microbianas foram transformados em log. As médias fo-
ram comparadas pel o teste de Tukey a5% de probabilida-
de. Andlises de correlacdo simples (r) foram feitas para
estimar as relagdes entre as propriedades dos solos deter-
minadas.

Resultados e Discussao

O nimero de bactérias totais no solo com milho
foi 2 a35 vezes maior que o dos outros solos, mas
apenas diferiu significativamente dos solos de flo-
resta isolada e de eucalipto (Tabela2). O estimulo
das bactériastotais em solo com milho pode ser atri-
buido ao aumento da disponibilidade de nutrientes
resultantes do aumento da velocidade de degrada-
¢80 da matéria orgénica, em razdo das préticas de
cultivo aque o solo foi submetido. A diminuigdo do
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contelido de matéria orgéni caobservadano solo com
milho em rel ac&o aos outros sol os confirmaestaafir-
macdo (Tabela 1).

Das diferentes populagdes de microrganismos
investigados, as bactérias autétrofas oxidantes de
tiossulfato nos pH 5,0 e 7,0 e de S elementar em
pH 7,0 e os microrgani smos heterotréficos oxidantes
de S elementar n&o foram encontrados. As bactérias
autétrofas oxidantes de S elementar (SP-oxidantes)
em pH 5,0 e as heter6trofas oxidantes de tiossul fato
(S:03%-oxidantes) foram as Unicas popul agdes en-
contradas e corresponderam a menos de 0,1% do
total de bactérias (Tabela 2). Em termos absol utos,
essa pequena fragdo foi similar & encontrada por
Chapman (1990) em solos de climatemperado, mas
foi superada em cinco solos agricolas de
Saskatchewan em que a populagdo de microrganis-
mos heterotréficos SP-oxidantes variou de 0,0001%
a 16,0% em relacdo ao total de heterotrofos
(Lawrence & Germida, 1988).

Asbactérias autétrof as S°-oxidantes aumentaram
no solo sob pastagem (88,9x10%/g de solo seco) em
relacdo aos demais solos; contudo, esta contagem
so foi diferente da observada no solo com milho,
gue apresentou os menores valores. A populagéo
de microrganismos heterotréficos S,0s%-oxidantes
foi estimuladano solo deflorestaintegradae aumen-
tou cerca de cinco vezes em relacéo aos demais so-
los. Nenhumatendénciafoi verificadaem relacdo a
distribuicdo das populagdes de microrganismos
oxidantes de S nos diferentes solos. A média das
populacdes de autotroéficos foi o dobro da dos
heterotroficos e diferente dos resultados de Chapman
(1990) e Lawrence & Germida (1991), que encon-
traram maior populacdo de heterétrofos oxidantes
de S que os autotréficos em solos agricolas. A falta
de uma fonte de C disponivel pode ter limitado o

Tabela 2. NUmero mais provavel de bactérias totais e
microrgani smos oxi dantes de enxofre nos cinco solos.

Vegetacdo Bactérias  Autotroficos Heterotréficos

totais S-oxidantes  S,0s>-oxidantes
(x10°) (x10°9) (x10°)
Floresta isolada 5,6b 32,3ab 12,8b
Florestaintegrada  28,7ab 57,5a 68,8a
Milho 194,9a 5,6b 13,4b
Eucalipto 19,2b 59,9 13,8b
Pastagem 77,58b 88,9a 13,2b
CV (%) 6,41 5,90 5,10

(WEm cada coluna, médias seguidas da mesma letra n&o diferem entre si
a5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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crescimento dos heterotroficos S,03%-oxidantes ou
0 pH podeter favorecido os autétrof os SP-oxidantes.
Vitolins& Swaby (1969) sugeriram que, em soloscom
pH abaixo de 5,0, a oxidagdo do S foi causada pela
atividade do Thiobacillus thioxidans. Confirmando
esses resultados, os solos de eucalipto e de pasta-
gem apresentaram menor valor de pH (Tabelal) e
aumento da populacdo bacteriana SP-oxidante em
relacdo aos demais solos (Tabela 2).

A populagdo heterotréfica S,03%2-oxidante
correlacionou-se significativamente com o C orga-
nico (R = 0,39"), entdo 0 maior aumento desses mi-
crorganismos no sol o de florestaintegrada compro-
vao efeito dafonte de C sobre os heterotroficosuma
vez que o contelido de matéria organica foi maior
nesse solo do que nos demais estudados (Tabela 1).

O C-biomassa e o C orgénico foram determina-
dos para se estabel ecer suas relagdes com os diver-
sos parémetros estudados. Enquanto o C-biomassa
foi maior no solo com milho e menor no solo de
florestaintegrada, o teor de C orgénico foi maior no
solo de floresta integrada e menor no com milho
(Tabela 3).

A variac8o dos teores de S total e organico apre-
sentou amesma tendéncia nos sol os estudados, ten-
do sido encontrados os maiores teores no solo de
florestaintegrada, que foram significativamente su-
periores aos demais (Tabela 3). O contetido de sul-
fato variou de 3,21 a 7,39 ug/g de solo e, no solo de
florestaisolada, correspondeu acercade duasvezes
aos teores observados nos outros solos. O contetido
das diferentes formas de S nos solos estudados foi
semel hante aos teores encontrados em solos da Dina-
marca (Ganeshamurthy & Nielsen, 1990),
Saskatchewan (Guptaet a., 1993; Farrel et d., 1994) e
norte da Escocia (Chapman, 1997). O S organico
correspondeu a95% do Stotal, confirmando Tabatabai
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& Bremner (1972). A proporcdo desulfato emrelagéo
a0 Stota foi baixa, 3%, quando comparada com as
médias rel atadas em solos de Gana, de 6%, (Acquaye
& Kang, 1987) e lowa, 9%, (Tabatabai & Bremner,
1972). No entanto, aprincipal fonte de Sparaasplan-
tasfoi proveniente damineralizagdo damatériaorgé-
nica, como mostraaforte correlagdo entre Stotal e S
organico e o contelido de matéria organica do solo
(R=0,95"). Alémdisso, foi obtidacorrelagio positi-
vaentre o teor de C organico e os teores de S total
(R=0,69")eSorganico (R =0,68"). Osmaiorescon-
telidos de S total e S orgénico foram encontrados
nos solos de floresta integrada, pastagem e floresta
isolada, confirmandoAcquaye & Kang (1987).

A atividade da arilsulfatase no solo de
floresta integrada foi de 37,02 ug de p-nitrofe-
nol/g de solo seco/h e diminuiu significati-
vamente em relag@o aos demais solos, na seguin-
te ordem: floresta integrada > floresta isola-
da > eucalipto > pastagem > milho (Tabela 4).
No solo commilho, aatividadefoi extremamente bai-
xa (0,15 ug de p-nitrofenol/g de solo seco/h)
correspondendo a 152 vezes menos que a maxima
observada. A atividade daarilsulfatasefoi comparéa-
vel aos resultados encontrados em solos de lowa,
gue variaram de 2 a 57 ug/g de solo (Tabatabai &
Bremner, 1970), porém foi superior aos obtidos por
Ganeshamurthy & Nielsen (1990), que variaram de
3-4 ug/g de solo. Maior amplitude da atividade, de
14 a 770 e de 8 a 829, foi encontrada nos solos de
Saskatchewan (Guptaet a., 1993; Farrel et a., 1994).
E possivel que nesses solos a alta atividade tenha
sido decorrente do teor de C organico, que foi pelo
menos trés vezes maior que a encontrada nos solos
do presentetrabalho. A produc&o daarilsulfatasefoi
dependente da populagdo microbiana heterotrofica
S,05%-oxidante (R = 0,47""), corroborando Lawrence

Tabela 3. Contetidos de carbono orgénico, carbono dabiomassa microbiana (C-biomassa), enxofretotal, enxofre orgé-

nico e sulfato nos cinco solos sob diferentes vegetagdes®.

Vegetagéo Carbono organico C-biomassa Enxofre total Enxofre organico Sulfato
(mg Clg de (ugClgde (w9 S'g (ngSgde (ngSgde
s0l0 seco) s0l0 seco) de solo seco) s0l0 seco) s0l0 seco)

Florestaisolada 7,7% 263,07b 167,09b 159,70b 7,39

Floresta integrada 10,11a 111,09d 229,89a 226,24a 3,65b

Milho 3,57c 379,27a 74,85¢ 70,97c 3,88b

Eucdlipto 3,65c 127,54cd 70,99c 66,76¢ 4,24b

Pasto 3,67c 229,25bc 188,08b 184,86b 3,21b

CV (%) 22,83 29,14 10,44 10,95 13,62

(WEm cada coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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& Germida(1991), mas ndo dapopul acéo bacteriana
total nem das bactérias autétrofas, em que ndo foi
encontrada correlacdo significativa. Além disso, a
correlagdo significativa entre a atividade da
arilsulfatase e o teor de C organicototal (R = 0,82")
sugere que 0s microrganismos produtores dessa
enzima necessitam de uma fonte de C e de energia.
Também, Rosset d. (1995) relataram que avariagdo
da atividade da aril sulfatase deveu-se a variacdo do
Ctotal.

Dodgson et a. (1982) relataram que a producéo
daarilsulfatase foi controlada pelo contelido de C e
enxofre. Dessa forma, 0s teores de S organico po-
dem ser importantes na atividade da enzima que
hidrolisaria substratos S-orgénicos para produzir
sulfato. De fato, foi encontrada correlagdo significa-
tivaentre aatividade daenzimae o teor de Sorgani-
co (R=0,74") ou total (R =0,74""), confirmando,
assim, Guptaet d. (1993).

N&o foi encontradacorrelacéo significativaentre
a atividade da arilsulfatase e o contetido de sulfato,
possivelmente em decorréncia dos baixos contel-
dos de sulfato no solo parainibir a atividade dessa
enzima(Kang & Freeman, 1998), ou porqueelando é
inibida por sulfato, mas por sulfito (Tabatabai &
Bremner, 1970). Contudo, harelatos contraditériosa
esserespeito. Enquanto Guptaet al. (1993) observa-
ram correl ac8o fracaentre aatividade daarilsulfatase
esulfato, Farrel et a. (1994) ndo obtiveram correla-
¢do significativa.

A atividade da rodanase variou de 154,24 a
1.747,07 nmoles de SCN-/g de solo seco/h; aumen-
tou significativamente nos solos de pastagem e de
floresta integrada em relagdo a dos demais solos, e
nos solos com milho e com eucalipto foi cercade 11

Tabela 4. Atividades da arilsulfatase e da rodanase nos
cinco solosy.

Vegetacdo Arilsulfatase (ug de Rodanase
p-nitrofenol/g de (nmoles de SCN/g de

solo seco/h) solo seco/h)

Floresta isolada 22,93b 679,8%b

Floresta integrada 37,02a 1.682,98a

Milho 0,15d 270,27c

Eucalipto 15,74c 154,24c

Pasto 13,83c 1.747,07a

CV (%) 15,09 10,89

(WEm cada coluna, médias seguidas da mesma letra n&o diferem entre si
a5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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vezes menor que o maior val or observado. Em solos
delowa(Tabatabai & Singh, 1976), aatividade dessa
enzima variou de 136 a 874, com uma média de
304 nmoles de SCN-/g de solo seco/h. Embora nos
solos de floresta integrada e de pastagem a ativida-
de darodanase tenha sido bem superior, amédiados
dados foi inferior a apresentada nos solos de lowa.
Lawrenceet a. (1988) verificaram queaatividade da
rodanase aumentou, como resultado da aplicacdo de
S0, e correlacionou-se com o aumento das popula-
¢Bes de microrgani smos autotroficos e heterotroficos
S,05%-oxidantes. No presente trabalho, nenhuma
correlagdo foi encontrada com 0s microrganismos
analisados. Contudo, tais resultados indicam que
existe um potencial de oxidag8o enzimética de
tiossulfato a sulfito, uma vez que a rodanase
correlacionou com o Stotal (R = 0,89"") eo organico
(R=0,90"") efoi dependente de umaatividade biol 6-
gicaheterotrdéfica, pois correlacionou com o C orgé-
nicototal (R =0,41").

Conclusdes

1. Os solos de pastagem, floresta integrada e
eucdlipto estimulam o crescimento das popul agdes de
microrganismos autétrofos SP-oxidantes, e o de flo-
restaintegrada, os heterotrdficos S,03%-oxidantes.

2. As dtividades da arilsulfatase e da rodanase
aumentam de acordo com o aumento dos contetidos
de C orgénico, Stotal e Sorganico.
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