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“A natureza é a melhor professora, e a diversidade
da vida no solo é uma das suas maiores licoes.”

(Darwin, Charles).



RESUMO

Os microrganismos presentes no solo desempenham um papel fundamental na
manutencdo dos ecossistemas terrestres, regulando e fornecendo nutrientes as plantas. O
seu desequilibrio pode afectar significativamente a comunidade vegetal, impactando a
abundéancia, satde e qualidade do solo. O castanheiro europeu (Castanea sativa Mill.) é
vital para a economia de algumas regides da Europa, especialmente o norte de Portugal,
devido a producdo de fruto e madeira. As alteracdes edafoclimaticas podem interferir
directamente na produtividade do castanheiro, na biodiversidade associada e nos seus
ecossistemas. O presente trabalho pretendeu estudar o efeito das condigdes
edafoclimaticas na biodiversidade microbiana do solo em dois soutos de demonstracdo
localizados no distrito de Braganca (Parada e Salgueiros). As amostras de solo foram
colhidas em cada souto demonstracdo em trés periodos do ano (primavera, verdo e
outono) a uma profundidade de 0-20 cm, tendo sido analisados parametros fisico-
quimicos (pH, teor de humidade, carbono organico, fésforo, potassio e bases de troca) e
microbioldgicos, designadamente a respiracdo basal do solo, carbono da biomassa
microbiana , azoto da biomassa microbiana, assim como a quantificacdo de bactérias e
fungos. A composicdo da comunidade bacteriana e fingica das amostras de solo foi
avaliada por sequenciamento de nucle6tidos das regides 16S RNA e ITS(ITS1-ITS2),
respetivamente, com a plataforma Illumina MiSeq. Os resultados revelaram diferengas
entre locais, sobretudo nos valores de pH e nos teores de C organico. O souto de Parada
apresentou valores de pH20) (5,84) e teores de Carbono organico (18,99 g kg*) mais
elevados relativamente ao souto de Salgueiros, 5,11 e 11,84 g kg, respetivamente. Os
valores de carbono microbiano, azoto micribiano e a respiragdo basal do solo variaram
sazonalmente, sendo essas variagdes mais expressivas no souto de menor altitude
(Parada). A diferenciacdo entre locais manifestou-se também na abundancia e
composi¢do da comunidade bacteriana e flngica. O souto demonstracdo de Salgueiros
(maior altitude) apresentou maior estabilidade das populagdes bacterianas e flngicas ao
longo das estacdes. As familias bacterianas Acidobacteraceae e Xanthobacteraceae foram
as mais frequentes e com maior predominancia em ambos os locais e nas trés épocas
avaliadas, bem como a familia fungica Trimorphomycetaceae. A maior diferenciacéo
entre locais verificou-se com as familias Pleosporaceae e Phaeosphaeriaceae que
ocorreram apenas em Parada.

Palavras-chave: Castanea sativa Mill., carbono microbiano, respiracdo do solo, azoto

microbiano, bacteérias, fungos.



ABSTRACT

Soil microorganisms play a fundamental role in maintaining terrestrial ecosystems by
regulating and providing nutrients to plants. Their imbalance can significantly affect plant
communities, impacting the abundance, health, and quality of the soil. The European
chestnut (Castanea sativa Mill.) is crucial for the economy of certain regions of Europe,
especially in northern Portugal, due to its fruit and timber production. Edaphoclimatic
changes can directly interfere with the productivity of chestnut trees, the associated
biodiversity, and their ecosystems. This study aimed to investigate the effect of
edaphoclimatic conditions on soil microbial biodiversity in two demonstration chestnut
orchards located in the district of Braganca (Parada and Salgueiros). Soil samples were
collected from each demonstration site during three seasons (spring, summer, and
autumn) at a depth of 0-20 cm, and analyzed for physicochemical parameters (pH,
moisture content, organic carbon, phosphorus, potassium, and exchangeable bases) and
microbiological parameters, including soil basal respiration, microbial biomass carbon,
and microbial biomass nitrogen, as well as the quantification of bacteria and fungi. The
composition of the bacterial and fungal communities in the soil samples was assessed by
nucleotide sequencing of the 16S rRNA and ITS (ITS1-ITS2) regions, respectively, using
the Illlumina MiSeq platform. The results revealed differences between the sites,
particularly in pH values and organic carbon content. The Parada orchard exhibited higher
pH(H20) values (5.84) and organic carbon content (18.99g kg*) compared to the Salgueiros
orchard, which had values of 5.11 and 11.84 g kg-1, respectively. The values of microbial
carbon, microbial nitrogen, and soil basal respiration varied seasonally, with more
pronounced variations observed at the lower altitude site (Parada). The differentiation
between sites was also evident in the abundance and composition of bacterial and fungal
communities. The Salgueiros demonstration site (higher altitude) showed greater stability
of bacterial and fungal populations throughout the seasons. The bacterial families
Acidobacteraceae and Xanthobacteraceae were the most frequent and dominant across
both locations and throughout the three seasons studied, as well as the fungal family
Trimorphomycetaceae. The greatest differentiation between the sites was observed with
the fungal families Pleosporaceae and Phaeosphaeriaceae, which were found only in
Parada.

Keywords: Castanea sativa Mill., microbial carbon, soil respiration, microbial nitrogen,
bacteria, fungi
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1 INTRODUCAO

A agricultura € um dos sectores mais sensiveis as alteracdes climaticas. Os
padrdes de precipitacdo e temperatura, bem como a sua distribuicdo ao longo do ano, e a
incidéncia de eventos climaticos extremos, sdo variaveis criticas para a sustentabilidade
do sector segundo Freitas et al. (2021). O papel desempenhado pelos microrganismos do
solo na manutencdo dos ecossistemas tem sido cada vez mais associado a qualidade
ambiental, dada a sensibilidade destes as variacGes ambientais e climaticas (Silveira &
Freitas, 2007).

As condigBes climatéricas constituem um aspecto importante que afecta o
desenvolvimento dos povoamentos do castanheiro. O castanheiro europeu (Castanea
sativa Mill.) é uma espécie de grande valor economico para algumas regies da Europa,
como € o caso do norte de Portugal, devido a exploracdo do seu fruto e madeira. O
castanheiro prefere solos profundos, ricos em matéria orgénica, bem estruturados,
permeaveis e arejados, de textura suave, que permitam um desenvolvimento radicular
profundo (Aguin-Pombo et al., 2018).

Conforme descrito por Freitas et al. (2021), reconhece-se que as mudancas
climéaticas tém um papel significativo na eficacia produtiva dos castanheiros, na
diversidade bioldgica relacionada e em seus ecossistemas. A producdo de castanhas é
substancialmente afetada tanto pelas condi¢des climaticas médias quanto pelas extremas
que ocorrem ao longo do seu ciclo anual. Portanto, torna-se primordial discernir os efeitos
das mudancas climaticas nesses arvores, aprimorando o entendimento atual das conexdes
entre clima, solo e arvore. Isso é vital para, no futuro, enfrentar essas mudancas e
desenvolver estratégias adaptativas apropriadas.

Neste sentido, neste projeto, instalou-se em 2018 uma rede de soutos
demonstracdo (SD) em ambientes contrastantes com o objectivo de estudar e adaptar o0s
soutos existentes as novas condigdes edafoclimaticas. Neste trabalho consideram-se 2 SD,
localizados em Parada — Braganca e Salgueiros — Vinhais, pertencentes a essa rede, com
0 objectivo de estudar o efeito das condigdes edafocliméaticas no microbioma do solo.
Neste contexto, este trabalho centra-se na anélise de amostras de solo, nas trés subdivisdes
climaticas do ano (primavera, verdo e outono), com o intuito de estudar o efeito das
condicGes edafoclimaticas na biodiversidade microbiana do solo destes SD localizados

no distrito de Braganga.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO
2.1 O castanheiro e sua importancia regional

O castanheiro é uma espécie com dupla aptiddo (fruto e madeira) que pertence a
familia das Fagaceas e ao género Castanea. O género Castanea apresenta ao todo doze
espécies, destacando-se as espécies Castanea sativa Miller, C. crenata Siebold & Zucc.,
C. mollissima Blume e C. dentata Mash. Borkh. Estas espécies sdo conhecidas,
respectivamente, como castanheiro europeu, castanheiro japonés, castanheiro chinés e
castanheiro americano (Maynard et al., 2008). O castanheiro europeu € uma arvore de
folha caduca, monoica, que pode atingir 30 m de altura e mais de um milénio de idade.
As suas folhas, crenado-serradas ou serradas, tém entre 10-25 cm x 5-8 cm, oblongo-
lanceoladas, subtruncadas na base e verde acizentadas, quando jovens, na pagina inferior
(Patricio, 1996). Os seus frutos (castanhas) sdo muito apreciados.

A cultura do castanheiro exige condigdes climéticas e pedoldgicas proprias para o
seu desenvolvimento e satisfatdria produgdo. Do ponto de vista climatico, o castanheiro
€ uma espécie mesotérmica, preferindo regides com temperaturas médias anuais entre 8
e 15 °C, e requerendo 6 meses de temperaturas médias superiores a 10 °C para boas
producbes de fruto. Esta espécie tolera invernos rigorosos, mas nao se adapta a
temperaturas médias mensais inferiores a 1 °C, nem a temperaturas medias minimas
inferiores a —15 °C (Patricio, 1996;Aguin-Pombo et.at , 2018).

O castanheiro é uma das mais importantes espécies folhosas mediterranicas,
podendo ser encontrada tanto em florestas acompanhadas por outras espécies vegetais e
animais, como em pomares tradicionais (soutos) muitas vezes com arvores centenarias
(Patricio et al., 2020). E uma espécie caracteristica das zonas submontanas e montanas,
encontrando-se as melhores areas para producdo de castanha entre os 650-900 m de
altitude. Contudo, em floresta para producdo de madeira e outros servi¢os do ecossistema
pode atingir 1100 m de altitude em Portugal e 1600 m na Serra Nevada (Patricio, 1996).
Segundo o autor, prefere vertentes frescas de influéncia Norte e solos derivados de xisto
ou granito.

Segundo Freitas et al. (2021), os castanheiros prosperam em planicies ou colinas
muito suaves e encostas de montanhas, dado que solos com boa drenagem suportam
melhor as estruturas radiculares. Esta espécie perene cresce em solos cambissolos
districos crémicos, derivados de materiais parentais migmatiticos e gnaissicos. Revela ma

adaptacdo a solos calcérios ou argilosos, mas aprecia solos sedimentares, siliciosos e
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acidos a neutros. O solo deve ser profundo (superior a 60 cm), rico em matéria organica
(3,3%) e com pH entre 5,5 e 6,3.

No que concerne a precipitacdo, o castanheiro é considerado uma espécie
mesofila, prosperando em regides com precipitacdes anuais entre 600 e 1600 mm (com
uma queda minima de 200 mm — 25% do total anual — no periodo de abril a julho). Chuvas
persistentes, ventos fortes, temperaturas baixas durante o periodo de floragdo (maio a
junho) e excesso de humidade atmosférica (agosto e setembro) prejudicam o
desenvolvimento do fruto (Gongalves, 2021).

Segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica - INE na Europa, o castanheiro
€ uma das espécies mais importantes. Em Portugal, a regido norte concentra cerca de 88%
da area de producdo e 82% da producéo declarada de castanha, enquanto a regido centro
produz cerca de 12% da producdo declarada. O norte de Portugal lidera a producdo de
castanha, com uma producdo de 42,2 mil toneladas de castanha numa area de 51,7 mil
hectares em 2020 (FAOSTAT, 2022).

2.2 O impacto das alteracgdes climaticas na comunidade microbiana do solo

As mudancgas climaticas estdo a alterar a distribuicdo de espécies, a
biodiversidade, a funcdo dos ecossistemas e a impactar simultaneamente as interagoes
entre organismos (Berghéll et al., 2007). De acordo com a Comissao Europeia, prevé-se
temperaturas mais altas e estacGes de crescimento mais longas, acompanhadas por
condicdes climéticas extremas mais frequentes e intensas, como eventos de chuvas
severas, secas ou ondas de calor. Estas alteragdes climaticas poderdo provocar alteracdes
nas interagdes entre os microrganismos. E improvavel que todos os organismos
respondam de forma semelhante as alteragdes climaticas dado que as comunidades
naturais sdo compostas por organismos com caracteristicas muito diferentes em termos
de histéria de vida e capacidade de dispersdo (Classen et al., 2015). As interacoes
microbianas do solo entre si, e também com as plantas, podem moldar padrdes
paisagisticos de abundancia, diversidade e composi¢do de plantas e animais. A variacdo
de temperatura pode influenciar diferentes aspectos bioldgicos e evolutivos, nos
hospedeiros e parasitoides, podendo resultar em efeitos no desenvolvimento e morte de

individuos patogénicos ou na reducao da produtividade (Classen et al., 2015).

As bactérias e os fungos do solo desempenham papéis cruciais no ciclo de

nutrientes do solo. A influéncia sobre as comunidades bacterianas e fungicas, devido a



fatores do solo e clima, varia consoante a composi¢do e estrutura da comunidade
microbiana (Ma et al., 2019). Num ecossistema natural, as mudangas nos fatores
climéticos geralmente determinam mudangas nas propriedades do solo e na vegetacdo
que, por sua vez, afectam indiretamente os microrganismos do solo. Por exemplo, a
precipitacdo afecta as bactérias do solo, assim como o pH, salinidade e outras
propriedades do solo (Sun et al., 2020). Segundo Alkorta et al. (2017), temperaturas mais
altas significam geralmente niveis mais altos de atividade microbiana no solo. Por
exemplo, o aquecimento estimula diferencialmente a funcdo dos genes envolvidos na
degradacdo do carbono do solo, indicando que esta estimulacdo parece ser apenas
temporaria e que a actividade microbiana se aclimata a temperaturas mais altas a longo
prazo. Outros estudos demonstram que as taxas inicialmente aceleradas de decomposic¢ao
do carbono do solo podem declinar com o aquecimento prolongado, devido a uma

reducdo no carbono do solo, biomassa microbiana e actividade ao longo do tempo.

De acordo com Boddy et al. (2013), os efeitos das mudancas climaticas na
distribuicdo e actividade dos fungos sdo dificeis de prever devido a diversidade de fatores
mediadores, incluindo fisiologia fungica, reproducdo, sobrevivéncia, fisiologia do
hospedeiro, distribuicdo espacial e temporal de hospedeiros, disponibilidade de recursos,
e o resultado de interagdes inter e intra-especificas. Os fungos desempenham um papel
importante na sustentabilidade dos sistemas agroecoldgicos, melhorando a estrutura do
solo. Inimeros fatores influenciam a composicdo e funcdo das comunidades fangicas
(Hernandez 2019).

2.3 Bioindicadores na avalia¢éo da qualidade do solo

A importancia do solo no funcionamento dos ecossistemas € destacada na avaliacao
da sua qualidade, ndo apenas para a producdo de alimentos, mas também como um
recurso vital global (Mendes et al., 2009). Atributos biolégicos como a biomassa
microbiana, a atividade heterotréfica e a atividade enzimatica relacionada com ciclos
biogeoquimicos de nutrientes sdo usados eficientemente como bioindicadores da
qualidade do solo em contextos variados, incluindo solos degradados e impactados por

metais pesados (Alkorta et al., 2017).

A microbiota do solo, responsavel pela decomposigéo de residuos organicos e pelo

fluxo de nutrientes, justifica a inclusdo de indicadores microbioldgicos nos indices de



qualidade do solo. Contudo, a simples quantificagdo da biomassa ndo reflete
completamente a atividade das populagGes microbianas, tornando-se necessario analisar
pardmetros como a atividade enzimética e a respiracdo para monitorizar o estado
metabolico das comunidades microbianas (Ferreira et al., 2017).

A biomassa microbiana corresponde a fracdo viva da matéria organica do solo
podendo conter entre 1% a 4% de C e 3% a 5% de N. Esta fragdo, constituida por
bactérias, fungos e outros microrganismos, tem um papel importante nos processos de
decomposicdo da matéria organica, promoc¢do da sustentabilidade bioldgica e da
produtividade nos ecossistemas. (Reis Junior & Mendes, 2007). A libertacdo ou
imobilizacdo desses nutrientes depende da dinamica dos microrganismos, da quantidade
de residuos vegetais, do rapido retorno e da eficiéncia de utilizagdo de carbono pela
microbiota (Perez et al., 2005). Assim, as propriedades microbianas, como a atividade da
biomassa microbiana e os parametros enzimaticos do solo, sdo indicadores fiaveis do
impacto das praticas de gestdo no solo, influenciando a disponibilidade de nutrientes e a
produtividade dos agroecossistemas (Pereira et al., 2010; Pereira et al., 2011). O carbono
da biomassa microbiana (Cmic) € um componente ativo da matéria organica, crucial para
a qualidade ambiental e a sustentabilidade dos agroecossistemas (Perez et al., 2005;
Simdes et al., 2010).

A respiracdo basal do solo (RBS) é um parametro-chave para quantificar a
atividade microbiana, refletindo mudancas na dinamica do carbono do solo, e esta
intimamente relacionada com condi¢des abidticas como humidade e temperatura
(Envagelista et al., 2007; Valentini et al., 2015). Este parametro tem sido utilizado para
avaliar a atividade biolégica em sistemas agricolas diversos. O quociente metabdlico do
solo (qCOz), que representa a quantidade de CO libertado por unidade de biomassa
microbiana em determinado tempo, é usado para avaliar a eficiéncia do uso de substrato
pelos microrganismos.

A disponibilidade de azoto no solo, essencial para a formagdo de biomoléculas
vitais, esta diretamente relacionada com a produtividade agricola e é influenciada pela
vegetacdo e condicOes ambientais, que alteram a heterogeneidade e a taxa de
decomposi¢do da matéria organica. A andlise do azoto da biomassa microbiana (Nmic) é
crucial para aferir a conservacdo da matéria organica e avaliar alteracbes ambientais
(Perez et al., 2005; Silva e Azevedo, 2007; Cardoso & Andreote, 2016).



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de estudo

O presente trabalho realizou-se em dois soutos de demonstra¢éo (SD) instalados
em 2018, no ambito do projeto GO_ClimCast, em condicdes climaticas contrastantes, na
localidade de Salgueiros, pertencente ao concelho de Vinhais (Figura 1) (41°54°12.73”
N; 7°01°40.95” W, atitude: 1008 m, Exposi¢do S), e em Parada, concelho de Braganca
(Figura 2) (41°38°12.53” N; 6°42°42.94” W, altitude: 740 m, exposi¢do S-SE). A area de

cada um dos soutos é de aproximadamente 0,5 hectares.

Figura 1 - Souto de demonstracdo Salgueiros, Figura 2 - Souto de demonstracdo Parada,
Vinhais. Braganca.

A precipitacdo media anual em Salgueiros é da ordem de 1215,6 mm e em Parada
de 821,1 mm (INMG, 1991). A temperatura média anual para a regido é de 12,6 °C, a
temperatura maxima absoluta € de 39,5 °C, atingida no més de agosto, e a minima absoluta
é de -11,6 °C, observada no més de fevereiro (Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera,
I. P. (IPMA, I. P., 2021).

O relevo é ondulado e os solos sdo derivados de xistos, com uma composicao
elevada de elementos grosseiros, correspondendo a regido de Parada e Salgueiros a
Leptossolos districos orticos (solos incipientes que se caracterizam por serem jovens
pouco evoluidos, delgados, com profundidades até 30 cm, limitados por uma rocha
continua) (FAO 2015). As areas de estudo anteriormente a instalacdo dos SD
apresentavam usos de ocupacédo do solo diferentes (cereal em Salgueiros e floresta de

pinheiro em Parada).



3.2 Amostragem do solo

Para avaliacdo da atividade microbiana do solo em cada SD em estudo foram
realizadas amostragens em trés épocas do ano, primavera (maio), verdo (junho) e outono
(outubro) de 2021, na profundidade de 0-20 cm (foi eliminada a camada superficial do
solo mais ressequida =5 cm). Em cada SD colheram-se 5 amostras de forma aleatoria em
zig-zag na proximidade da caldeira, a cerca de 50 cm do pé da arvore. Apoés a colheita
das amostras estas foram acondicionadas e transportadas para o laboratério em mala
térmica, onde foram crivadas com um crivo de malha de 2 mm (Figura 3) e removidos 0s

residuos vegetais e fragmentos de raizes visiveis.

Figura 3 - Preparacdo e crivagem das amostras.

3.3 Analises dos parametros fisico-quimicos
Os parametros avaliados foram os seguintes:

i) Anadlise de parametros fisico-quimicos (pH, teor de humidade; matéria organica,
fésforo, potassio e bases de troca);

i) Analise de parametros microbioldgicos: quantificacdo e identificacdo de
bactérias e fungos, determinacdo da respiracdo basal do solo (RBS) e
determinacéo do carbono e azoto da biomassa microbiana (Cmic; Nmic);

O pH das amostras do solo foi determinado potenciometricamente numa
suspenséo de solo e &gua e numa solucdo de KCI, na proporcéo de 1:2,5 (m/v).

O fosforo (P) e o potassio (K) extraiveis foram determinados de acordo com o
método de Egner-Riehm, numa solucdo de lactato de amonia e acido acético a pH 3,7 na
propor¢do de 1:20 (p/v) (Balbino, 1968). O fosforo no extrato foi determinado por
espectrofotometria UV/VIS e o potéssio por fotometria de chama.



O carbono orgéanico do solo (Corg) foi determinado pelo método de Walkey-Black.
Este método baseia-se na oxidagao do carbono organico no solo na presenca de dicromato
e 4cido sulfurico concentrado.

As bases de troca, célcio (Ca?*), magnésio (Mg?"), potassio (K*) e sédio (Na*)
foram extraidas numa solucdo de acetato de amonia tamponizada a pH 7,0. Os catifes
Ca2* e Mg?* foram determinados por espectrometria de absorgdo atémica. Os catides K*
e Na* foram obtidos por espectrometria de emissdo de chama (Reeuwijk, 2002).

A acidez de troca, aluminio (AI**) e hidrogénio (H"), foram determinados por
titulacdo apds extracdo com cloreto de potassio (KCI 1M).

Para determinacdo do teor de humidade das amostras foi pesado uma porcao de
solo e, em seguida, colocado nma estufa a uma temperatura de 105°C até atingir o peso

constante.

3.4. Andlise dos parametros microbiol6gicos
3.4.1 Determinacdo do carbono e azoto da biomassa microbiana

A determinacdo do carbono da biomassa microbiana (Cmic) € do azoto da biomassa
microbiana (Nmic) do solo foi realizada pelo método de fumigacdo-extracdo de acordo
com as metodologias descritas por Silva e Azevedo (2007), através de fumigacdo direta
das amostras (20 g de solo) com 1mL de cloroférmio livre de etanol. Apos este processo
as amostras foram incubadas em estufa a 25°C durante 24 h no escuro. No final do periodo
de incubacdo, os frascos foram abertos numa hotte, de modo a serem eliminados os
vestigios de cloroférmio, e em seguida foi adicionado uma solugéo de sulfato de potassio
(K2S0O4) a 0,5 M, na proporcéo (1:4 m/v), nas amostras fumigadas e ndo fumigadas. Apos
a agitacao das amostras, durante 30 minutos a 200 rpm, estas foram filtradas com filtros

de Watman n° 42 e armazenadas no frio (Figura 4).



Figura 4 — Processo de filtracdo das amostras com filtros Watman n° 42 .

A determinacdo do carbono da biomassa microbiana nos extratos foi feita por
oxidacdo com dicromato de potéssio 0,066 M, seguida de titulagdo com sulfato de ferro
amoniacal 0,033M (Figura 5). A determinacdo do azoto da biomassa microbiana nos
extratos foi realizada pelo método de Kjeldahl.

O CBM e o NBM foi calculado pela diferenca entre os valores de carbono e de
azoto obtido nas amostras fumigadas e o das amostras ndo fumigadas, multiplicado
respetivamente pelo fator de corre¢édo do carbono (kC) de 0,33 (Sparling & West, 1988)
e o fator de correcdo do azoto (kN) de 0,54.

O quociente microbiano foi obtido pela razéo entre Cmice 0 carbono organico total
do solo. O N mic foi calculado através do fluxo obtido da diferenca da quantidade de N
recuperado no extrato da amostra fumigada e ndo fumigada, multiplicado pelo fator de

correcdo (KN).

Figura 5- Processo de titulagdo do carbono microbiano.

3.4.2 Determinacéo da respiracao basal do solo (RBS)

A respiracdo basal do solo (RBS) foi determinada de acordo com a norma I1SO
16072 (2002). Para tal, consideraram-se 25¢g de solo de cada amostra que foram incubadas
a temperatura de 25°C, durante 10 dias, em frascos de vidro hermeticamente fechados



contendo 20 mL de uma solucdo de NaOH 2M, para a captura do CO- libertado pela

amostra (Figura 6).

Figura 6- Frascos de vidro para incuba(;é das amostras de solo.

Ap0s a incubagdo adicionou-se BaCl, 10% (m/v), para precipitacdo do carbonato,
e 0 excesso de NaOH foi determinado por titulagdo com solugao de HCI1 0,5 N (Figura 7).
Como indicador utilizaram-se 2 gotas de fenolftaleina 1% (m/v).

O quociente metabdlico (qCO-) do solo foi calculado dividindo a RBS pelo Chic.

O célculo da RBS foi feito tendo em conta a seguinte formula:

4 ) —lnnro -1y RBS(mg C-CO,-g ' BMS-h")
gCOy(mg C-CO, - g~ BMS - h™") CBM{mg C-CO,-g | BANSh- 1) <107

Onde:
e (COz representa o quociente metabdlico do solo.
e RBS é arespiracdo basal do solo.
e CBM refere-se ao Carbono da Biomassa Microbiana (Cmicy do solo.
e mg C-CO,.g* BMS.h? ¢ a unidade de medida, indicando miligramas de didxido

carbono por grama de biomassa microbiana do solo por hora.

Figura 7- Titulagdo das amostrascom solucgéo de HCI 0,5N.
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3.4.3 Quantificacdo de bactérias e fungos

A contagem de microrganismos viéveis do solo (bactérias e fungos) foi feita pelo
método de diluigdo seriada e espalhamento em placa. Pesaram-se 10 g de solo de cada
amostra adicionando-se depois 90 mL de agua peptonada esterilizada. Apos agitacao da
amostra, durante 20 minutos a 200 rotacdes por minuto (rpm), e sedimentacéo,
realizaram-se diluicGes decimais. Em seguida procedeu-se a sementeira de 0,1 mL de
cada diluicdo efetuada, em duplicad, nos meios de cultura. Para a contagem de bactérias
utilizou-se o meio de cultura Plate Count Agar (PCA, Liofilchem, Italy), com adicao de
100 mg/L de cicloheximida. A adi¢do de cicloheximida no meio PCA permitiu inibir o

crescimento de fungos (Figura 8).

Figura 8 - Preparagdo das amostras de solo para diluicdo seriada e espalhamento em placa.

Para a quantificacdo de fungos utilizou-se o meio de cultura Rose Bengal
Chloramphenicol (RBC, Liofilchem, Italy). A presenca de cloranfenicol no meio de
cultura RBC permitiu inibir o crescimento de bactérias.

As placas com meio PCA foram incubadas a 30°C durante 72 h e as de RBC foram
incubadas a 25°C durante 120 h. No final do periodo de incubacdo procedeu-se a
contagem das coldnias (Figura 9) e os resultados foram expressas em logaritmo de

unidades formadoras de colonias por grama de solo seco (log UFC/g).

Figura 9- Colénias de fungos no meio RBC (esquerda) e coldnias de bactérias em meio PCA (direita).
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3.4.4 ldentificacdo molecular de bactérias e fungos

Para extracdo do DNA gendmico, utilizou-se o Kit FastDNA™ SPIN para solo.
Foram preparadas 3 amostras compdsitas de solo de cada SD. As amostras foram
colocadas em tubos de 2mL contendo a matriz de lise E, uma mistura de particulas de
ceramica e silica projetada para analisar com eficiéncia todos os organismos do solo. A
homogeneizacdo ocorreu na presenca do Tampdo MT e Tampdo Fosfato de Sodio que
sdo reagentes para proteger e solubilizar acidos nucléicos e proteinas (Figura 10).

Figura 10- Processo de extracdo do DNA gendmico utilizando o kit FastDNATM SPIN.

Esses reagentes funcionam sinergicamente para permitir a extracdo de DNA
genémico com contaminacdo minima de RNA. Apds a lise, as amostras foram
centrifugadas para sedimentar o solo, restos celulares e matriz de lise. O DNA foi
purificado a partir do sobrenadante com um procedimento GeneClean® baseado em silica
usando filtros SPIN. Depois de eluido, o DNA ficou pronto e a presenca do DNA nas
amostras foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose a 1% (Figura 11).
Posteriormente as amostras de DNA foram congeladas e enviadas para o Laboratério da
Universidade de Salamanca, Espanha, para amplificacdo e sequenciamento de
nucledtidos das regides 16S rRNA e ITS(ITS1-ITS2), com a plataforma Illumina MiSeq.

Figura 11- Confirmacédo da presenca de DNA nas amostras através de eletroforese.
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3.5. Tratamento estatistico
Para o tratamento e organizagdo dos dados, recorreu-se ao software Microsoft

Excel. As andlises de maior complexidade foram realizadas utilizando o software R
versdo 3.5.1. Na comparagdo multipla das médias, aplicou-se o teste de Tukey,

considerando um nivel de significancia de p inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Propriedades quimicas do solo das areas estudadas

A Tabela 1 apresenta os resultados das propriedades quimicas dos solos nas duas
areas de estudo: Parada e Salgueiros. Os resultados indicam diferencas significativas entre
os locais, principalmente nos parametros de pH, teor de carbono organico e bases de troca.

Os valores de pH mostraram uma diferenga marcante entre Parada e Salgueiros,
tanto em H>0O como em KCI, com o solo de Salgueiros apresentando um pH mais baixo
(pH H20 5,11) em comparagao com o solo de Parada (pH H20 5,84). Estes solos sdo
classificados como acidos, caracteristica comum em solos derivados de xistos, que
contém uma quantidade significativa de elementos grosseiros e apresentam elevada
acidez potencial. A diferenca superior a uma unidade entre o pH medido em H-0 e KCI
reforca esta acidez potencial, de acordo com estudos de Mello et al. (1983) e Rodrigues
& Arrobas (2020).

Tabela 1. Atributos quimicos do solo (0-20 cm) de Parada e de Salgueiro.

Parametros Parada Salgueiro

pH (H.0) 5,84 +0,07 511+0,07°
pH (KCI) 4,80+ 0,022 4,03+0,02°
Carbono organico (g kg?) 18,99 + 0,23 ¢ 11,84 +0,41°
Azoto total (g kg?) 0,62 +0,02° 1,34+0,162
P extraivel (mg kg?) 19,29+ 3,61% 1754 +1,36°
K extraivel (mg kg™?) 170,46 £ 5,53 2 82,46 +1,27°
Ca**(cmol (+) kg ) 4,820,182 1,78 +0,03"
Mg ** (cmol (+) kg %) 0,85+ 0,03 ° 0,76 + 0,07 @
K * (cmol (+) kg ) 0,52 +0,03° 0,21 +0,00°
Na * (cmol (+) kg %) 0,07 £ 0,00 ° 0,09 + 0,00 @
Acidez de troca (cmol (+) kg 1) 0,27 £ 0,06 ° 3,13+£0,51°
CTCe (cmol (+) kg 1) 6,53+ 0,15° 5,97 +0,42 2

Nota: P — fésforo; K — potéssio; CTCe — capacidade de troca catidnica efetiva; Letras diferentes por linha
indicam diferencas significativas (p<0.05).

Os teores de carbono organico (CO) variaram significativamente entre os locais,
com valores mais elevados em Parada (18,99 g kg™) do que em Salgueiros (11,84 g kg™).

Estes valores indicam um teor baixo de matéria organica, conforme a classificacdo do
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Manual de Fertilizacdo das Culturas - LQARS (2022). E importante destacar que a
contribuicdo da matéria orgénica do castanheiro pode ser limitada devido a lenta
decomposicéo das suas folhas, como referido por Rodrigues & Arrobas (2020).

O teor de azoto total foi superior em Salgueiros (1,34 g kg™'), o que pode estar
associado a uma maior atividade microbiana e menor lixiviacdo em solos de maior
altitude. Em contraste, Parada apresentou menores teores de azoto (0,62 g kg™),
provavelmente devido ao maior stress hidrico e sazonalidade mais acentuada.

As bases de troca, incluindo célcio, magnésio, potassio e sodio, contribuem
significativamente para a Capacidade de Troca Catidnica (CTC) do solo. Apesar de
ligeiramente superiores em Parada (6,53 cmol(+) kg™!), ambos 0s locais apresentaram
valores de CTC relativamente baixos. Esta baixa capacidade pode indicar uma menor
disponibilidade de nutrientes para as plantas e uma necessidade de praticas de manejo que
aumentem a fertilidade do solo, como a adi¢do de matéria organica ou calcério.

Em resumo, o solo de Parada, menos acido e com teores mais elevados de carbono
organico e bases de troca, demonstra uma fertilidade potencialmente maior. No entanto,
a sua vulnerabilidade ao stress sazonal e hidrico sugere a necessidade de um manejo mais
intensivo. Ja Salgueiros, com solos mais acidos e menor teor de carbono, apresenta uma

maior estabilidade climética e de nutrientes, mas com menor fertilidade potencial.

4.2 Atividade biolégica do solo

Os parametros bioldgicos do solo, incluindo carbono e azoto da biomassa
microbiana (Cmic € Nmic), a relagdo Cmic/Corg, respiracao basal do solo (RBS) e quociente
metabolico (qCOz2), foram quantificados e estdo resumidos na Tabela 2. Os resultados
revelam variacGes sazonais nas duas areas estudadas, Parada e Salgueiros. Estes
parametros sdo indicadores cruciais para a compreensdo dos ciclos de nutrientes e para a

avaliacdo da saude dos ecossistemas (Hoffmann et al., 2018).

A dindmica do carbono imobilizado na biomassa microbiana (Cmic) variou ao
longo das estacdes. Em Parada, local com menor altitude, apresentou um valor superior
na primavera (468,4 mg kg*) e menor no outono (102,4 mg kg™t). Em Salgueiros, as
variagcOes ocorridas ao longo do ano foram menores ndo podendo as diferencas
observadas serem consideradas significativas entre estacfes. Deste modo, Salgueiros

demonstrou uma maior estabilidade sazonal na atividade microbiana.
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Em relagdo ao Nmic, Parada apresentou maior concentragdo no verdo (105,4 mg
kg1), decaindo no outono (41,4 mg kg1), enquanto Salgueiros teve o seu pico no outono
(66,9 mg kg™).

Nota-se que a propor¢do Cmic/Corg € um indicador da qualidade do carbono no
solo, sendo mais elevada na primavera, 0 que sugere um ambiente propicio ao
crescimento microbiano e uma maior propor¢do de matéria organica labil (Moscatelli et
al., 2005). A elevada relacdo Cmic/Corg, mesmo em solos com menor teor de Corg, indica
uma disponibilidade significativa de substratos para os microrganismos (Cheng et al.,
2013).

A RBS, que reflete a atividade microbiana global, acompanhou um padrdo similar
em ambas as areas, com 0s menores valores observados no verdo, potencialmente devido
a temperaturas mais elevadas e menor disponibilidade de agua, o que concorda com 0s
estudos de Veronezi et al. (2020) que, estudaram a RBS sob trés diferentes coberturas
vegetais no Parand. A recuperacdo da RBS no outono evidencia a resiliéncia da

comunidade microbiana.

Tabela 2. Carbono da biomassa microbiana (Cmic), azoto da biomassa microbiana (Nmic),
quociente microbiano (Cmic/Corg), Respiracéo basal do solo (RBS) e quociente metabolico (QCO5)
em amostras do solo de Parada e Salgueiros

Local Estacéo Chmic Nmic Chic/Corg RBS qCOz
(mg kg-1) (mg kg-1) (%) mg C-CO, mg C-CO2 g?
kg? solo h! Cmic h't

Primavera  468,4+96,9 2 n.d 2,5+0,52 29,2422 64,2+13,2

Parada Verao 212,6+74,3%  105,4+51,52 1,1+0,4° 15,2+2,6°¢ 75,8+21,0¢
Outono 102,4+15,8°¢ 41,4+9,6° 0,5+0,1° 23,9+3,5P 234,1£15,02

Primavera  287,0£51,2° nd 2,4+0,4° 30,2+1,8% 107,9421,1°

Salgueiros  Ver&o 337,1#36,5®  56,9+20,2% 2,8+1,02 11,6+1,0¢ 37,3+11,6¢
Outono 184,0+17,7 b¢ 66,9+13,3% 1,740,3 30,444,782 160,4+42,1°

Nota: Letras diferentes por coluna indicam diferencas significativas (p<0,05); n.d — ndo determinado.

O quociente metabolico (qCO2) mostrou variagcdes sazonais significativas. Em
Parada, no outono observaram-se valores significativamente mais elevados (234,1 mg C-
CO2 g Cmic h}), enquanto na primavera e verdo foram observados valores mais baixos
(64,2 e 75,8 mg C-CO2 g-1 Cmic h%, respetivamente) neste local. Em Salgueiros, o qCO;
foi idéntico na primavera (107,9 mg C-CO; g-1 Cmic h™) e outono (160,4 mg C-CO; g*
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Cmic h't), sendo menor no verdo (37,3 mg C-CO2 g Cmic h't). De acordo com os estudos
de (Silva et. al. 2010) valores mais baixos de quociente metabdlico estdo geralmente
associados a ecossistemas mais estaveis e maduros e valores mais altos refletem uma
diminuicdo da eficiéncia da biomassa microbiana, sugerindo que a actividade microbiana
do solo foi menos eficiente no uso do carbono e que 0s organismos estdo em stress. Assim,
analisando estes dois locais podemos afirmar que o solo de Salgueiros representa um
ecossistema mais estavel, pelos baixos valores do qCO2 observados.

Em resumo, os dados revelam varia¢fes sazonais nas propriedades da biomassa
microbiana do solo em ambos os locais, com valores geralmente mais altos na primavera
e quedas durante o verdo e o outono. Além disso, Salgueiros tende a apresentar
concentragfes mais elevadas de Cmic € Nmic N0 verdo e outono. A andlise detalhada destes
dados é importante para entender as dindmicas da biomassa microbiana do solo nessas
regides ao longo das estacdes do ano, o que pode ser crucial para a gestdo agricola e

ambiental.

4.3 Caracterizacao da comunidade microbiana
4.3.1 Quantificacdo de bactérias e fungos

A gquantidade de fungos e bactérias, por grama de solo seco, nos dois soutos

demonstracdo (Parada e Salgueiro) esté apresentada na Tabela 3.

A variacdo observada na abundéncia bacteriana entre as estacdes, com maior
abundancia no outono, podera ser explicada pelas diferencas na humidade do solo, que é
tipicamente mais elevada no outono. Por outro lado, a maior altitude a que se encontra o
SD de Salgueiros podera explicar a menor varia¢ao desta populacéo entre estacoes.

No estudo conduzido por Diegues et al. (2019), constataram-se diferencas
significativas entre as areas em analise, nomeadamente nas popula¢fes microbianas. Foi
evidenciada uma predominancia de fungos em comparacdo com bactérias, sendo esta
tendéncia mais acentuada em Salgueiros, um padrdo que se assemelha aos resultados do
presente estudo. Os autores postulam que tal diferenga pode estar vinculada aos
antecedentes agricolas de cada local, com Salgueiros caracterizado por um passado de
cultivo cerealifero, enquanto Parada era uma zona florestal povoada por pinheiros. Leite
(2022) considera que a distribuicdo dos microrganismos do solo é susceptivel a ser

influenciada por variagdes de pH, humidade, temperatura, profundidade do solo e
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densidade de matéria organica, bem como pelos impactos resultantes de intervencdes

antropicas.

Tabela 3. Populagdo de bactérias e fungos dos solos (log UFC/g de solo seco).

Local Estacdo Bactérias Fungos
Primavera 4,68 + 0,65 ** 4,88 £0,36%
Parada Verao 3,63 +0,83¢ 520+0,15°2
Outono 5,54 + 0,152 4,72 +0,08"
Primavera 4,03+0,77 % 4,95+0,19 %
Salgueiros Verao 4,32 + 0,28 bed 5,26 + 0,052
Outono 5,32 £ 0,14%® 524+0,352

Letras minusculas por coluna indicam diferengas significativas entre estagdes e entre SD pelo Teste de
Turkey (p<0,05).

4.3.2 Composicao da comunidade bacteriana

Na Figura 12, apresenta-se um resumo da composigéo bacteriana de dois soutos
estudados, revelando variacdes nas familias bacterianas conforme a época do ano e as

areas analisadas.

As familias Acidobacteraceae e Xanthobacteraceae foram as mais frequentes e
com maior ocorréncia em ambas as areas e nas trés épocas avaliadas. Embora estas duas
familias sejam predominantes nos dois soutos, podemos observar que a familia
Acidobacteraceae é mais abundante em Parada na época da primavera e no outono, e a
familia Xanthobacteraceae mais abundante em Salgueiros no periodo da primavera e do
verdo. A primeira familia, Acidobacteriaceae, tem a capacidade de degradar compostos
de carbono simples, assim como polissacarideos vegetais e microbianos, incluindo a
celulose. E uma familia extremamente abundante e diversificada, encontrada
principalmente em ambientes &cidos (Campbell, 2014), o que confirma os resultados
encontrados para Salgueiros que apresenta um pH mais acido e menor disponibilidade de
Corg (Tabela 1). A Xanthobacteraceae, segunda familia mais abundante, possui géneros
com capacidade de quimiolitoautotrofia facultativa, ou seja, fixam Nz e vivem em

associacdo com plantas leguminosas (Oren, 2014). A abundancia da familia
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Xanthomonadaceae foi também observada por Campbell et al. (2010) como resposta a
fertilizagéo a longo prazo.

A familia Sphingomonadaceae ndo é conhecida por desempenhar papel
patogénico, apesar de possuir uma espécie que é patogénica de plantas (S. suberifaciens).
Alguns géneros tém capacidade antagonica contra patdégenos de plantas, além de
estimular a promocéo do crescimento de plantas. Muitas espécies dessa familia também

podem degradar compostos xenobidticos (Glaeser & Kampfer, 2014).

0.101
Family

Acidobacteriaceae (Subgroup 1)
Mitochondria
Rhodanobacteraceae
Sphingomonadaceae
Streptomycetaceae
Xanthobacteraceae

0.05 1

0.004

T

Abundance

T T o » » »
> z o > z 1)
placeseason

Figura 12-Composigdo da comunidade bacteriana nos dois locais estudados nas diferentes estaces do ano
(SR- Salgueiros no periodo do outono, SN- Salgueiros no periodo do verdo, SA- Salgueiros no periodo da

primavera, PR- Parada no periodo do outono, PN- Parada no periodo de verdo, PA- Parada no periodo da

primavera).
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4.3.3 Composic¢édo da comunidade fungica

A composicao das familias fungicas variou conforme a estacdo do ano e a area
estudada. A familia Trimorphomycetaceae foi a mais frequente e abundante em todas o0s
locais e épocas do ano estudados, incluindo primavera (PA), verdo (PN) e outono (PR).
A familia Cladosporiaceae marcou presenca em todas as areas e épocas do ano.
Dothideomycetes_fam_incertae_sedis foi encontrado em maior abundancia em Parada
nas estac0es avaliadas. Pleosporales_fam_incertae_sedis, Pleosporaceae e
Phaeosphaeriaceae foram as familias encontradas somente em Parada, onde, durante a
primavera, foi encontrada apenas a familia Pleosporaceae. A familia Dothioraceae,
presente somente em Parada nas trés estacdes, reforca a maior diversidade fungica deste
local.

A familia Trimorphomycetaceae é adaptavel a diversos ambientes, o que pode
justificar sua predominancia em diferentes locais. Esses fungos tém a capacidade de se
adaptar a condi¢es ambientais variadas, o que lhes confere uma vantagem competitiva
sobre outras espécies de fungos. Esta adaptabilidade pode ser relacionada a sua fisiologia,
capacidade de sobreviver em diferentes faixas de pH, temperaturas, e disponibilidade de
nutrientes. (Felix et al. 2017)

A constante presenca da familia Cladosporiaceae em todas os locais e épocas
estudadas, pode ser justificada pelas caracteristicas adaptativas destes fungos. Membros
desta familia (Cladosporium spp.) sdo frequentemente encontrados em varios ambientes
terrestres, como por exemplo no solo, caves e ambientes marinhos (Lee et al., 2023). A
presenca exclusiva da familia Pleosporaceae na primavera pode estar relacionada as
condicBes ambientais especificas dessa estacdo, como mudangas na temperatura,
humidade e a disponibilidade de substratos organicos. Esses fatores criam um ambiente
ideal para o crescimento desses fungos. Além disso, a primavera é uma época de
renovacao da vegetagéo, o que pode influenciar a microbiota do solo, incluindo a presenca
de fungos especificos como Pleosporaceae, que podem ter relagBes simbidticas ou
parasitarias com plantas emergentes (Teifoori et al. 2019)

A maior diversidade fangica observada na familia Dothioraceae, como destacado
nas analises, pode ser atribuida as caracteristicas adaptativas e ecolégicas desta familia.
Dothioraceae, € uma familia conhecida por ser amplamente distribuida e adaptavel a
varios ambientes, incluindo solos, folhas e arvores. A capacidade desses fungos de

viverem como endofitos e sua utilidade como micoherbicidas sugerem uma forte
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adaptabilidade ecoldgica, facilitando sua dominancia em diversos ecossistemas. (Garcia
et al. 2012)

A constatacdo de uma menor diversidade de fungos em Salgueiros relativamente
a Salgueiros podera ser interpretada a luz das caracteristicas especificas do solo e da
composicao da matéria organica. Refira-se que o historico do uso do solo é diferente nos

dois locais estudados (cereal em Salgueiros e floresta de pinheiro em Parada).

Family

107 f__Cladosporiaceae
f__Dermateaceae
f__Didymellaceae
f__Dothideomycetes_fam_Incertae_sedis

8 f__Dothioraceae

% f__Helotiales_fam_Incertae_sedis

E f__Holtermanniales_fam_Incertae_sedis

< f__Hyaloscyphaceae
f__Pezizomycotina_fam_lIncertae_sedis

057 f__Phaeosphaeriaceae
f__Pleosporaceae
f__Pleosporales_fam_Incertae_sedis
f__Trimorphomycetaceae

0.0 1

: 3 3 ¢ g g
placeseason

Figura 13- Composicéo da comunidade fangica nos dois locais estudados nas diferentes esta¢es do ano
(SR- Salgueiros no periodo do outono, SN- Salgueiros no periodo do verdo, SA- Salgueiros no periodo da
primavera, PR- Parada no periodo do outono, PN- Parada no periodo de verdo, PA- Parada no periodo da

primavera).

21



5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que as propriedades quimicas do solo, como
0 pH e o teor de carbono orgéanico, variaram significativamente entre as areas de estudo,
Parada e Salgueiros. Estas diferencas refletiram-se diretamente na abundancia e na
composi¢do das comunidades microbianas (bacterianas e fungicas). Factores como o
historico de uso do solo, as diferengas de altitude e outras condi¢bes edafoclimaticas
foram determinantes para explicar estas variacdes nos parametros microbiolégicos.

No que respeita aos fungos, observou-se uma maior abundancia em Salgueiros em
comparagdo com Parada. Relativamente as bactérias, em Parada verificou-se uma
variagdo sazonal marcada, enquanto em Salgueiros as populacdes bacterianas
apresentaram maior estabilidade ao longo das estacGes.

As familias bacterianas Acidobacteraceae e Xanthobacteraceae foram as mais
frequentes e predominantes em ambas as areas e ao longo das trés estacdes analisadas. A
familia Acidobacteraceae dominou em Salgueiros, especialmente na primavera € no
verdo, devido ao solo mais acido. Em contrapartida, a familia Xanthobacteraceae foi
dominante em Parada, independentemente da estacéo.

Na composicdo da comunidade fangica, a familia Trimorphomycetaceae revelou-
se predominante em ambos os locais e ao longo de todas as estacbes. A maior
diferenciacdo entre os locais ocorreu nas familias Dothioraceae e
Dothideomycetes_fam_incertae_sedis, enquanto as familias Pleosporaceae e
Phaeosphaeriaceae foram encontradas exclusivamente em Parada, sugerindo uma
associacao com solos menos acidos e maior variabilidade sazonal.

Os resultados indicam que as condicdes edafoclimaticas, particularmente o pH e
a altitude, tém um impacto significativo na estabilidade e na diversidade das comunidades
microbianas. Além disso, a influéncia sazonal na atividade microbiana foi mais
pronunciada em Parada, refletindo a maior vulnerabilidade deste local ao stress
ambiental.

Para obter conclusbes mais robustas e compreender melhor a dindmica destas
comunidades microbianas, recomenda-se a extensdo do periodo de analise ao longo de
varios anos. Estudos futuros deverdo também explorar o impacto de diferentes praticas

de gestdo do solo, como a adi¢do de matéria organica e estratégias manejo do solo.
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