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RESUMO

Diversidade bacteriana em solos da Amazénia: variabilidade dos géneros

associados ao processo de nitrificagao

Os solos da floresta tropical Amazénica supostamente abrigam elevada biodiversidade
microbiana, visto que suportam, através da ciclagem da serapilheira, um dos
ecossistemas mais exuberantes do planeta. Entretanto, as agdes antropicas de corte e
queima, especialmente para o estabelecimento de pastagens, induz mudangas
profundas nos ciclos biogeoquimicos, principalmente do nitrogénio. Essas mudancas se
manifestam na predominancia das formas do N mineral. No solo sob floresta os teores
de NO;3 sdo semelhantes ou maiores que os de NH,;*, enquanto na pastagem
praticamente n&o se encontra NOj;. Pastagens mal manejadas, via de regra sao
abandonadas e revertem a uma vegetagao secundaria, ou “capoeira’. As mudangas no
uso da terra podem direcionar a predomindncia de grupos especificos de
microrganismos do solo, ou ainda induzir perdas significativas da diversidade como um
todo. Para avaliar a extensdo do impacto sobre a comunidade microbiana, foram
examinadas amostras de solo da camada superficial (0-10 cm) de uma floresta,
pastagem e capoeira da regido sudoeste da Amazbnia. O C e o N organico e
microbiano, o N mineral nas formas amoniacal e nitrica, as taxas de mineralizacao e de
nitrificagcdo, a diversidade de Bacteria por PCR-DGGE e a diversidade de bactérias
oxidadoras de amodnio e de nitrito por sequenciamento da regido ribossomal 16S foram
avaliados, durante as estag¢des chuvosa (fevereiro) e seca (setembro) de 2004.

Os resultados indicaram que a area de pastagem bem manejada continha 30 a 42%
mais C organico do que a capoeira € 47% a mais do que a floresta ao longo do ano. O
mesmo padrao foi observado para o N organico. O C e o N da biomassa microbiana na
pastagem foram 38 e 26%, respectivamente, maiores do que nas areas de capoeira e
floresta durante a estacdo chuvosa. Entretanto, a falta de umidade durante a estacao
seca afetou mais intensivamente a biomassa microbiana da pastagem. As relagoes
Cmic:Corg e Nmic:Norg foram reduzidas acentuadamente neste periodo, indicando
condigdes improprias para a utilizagdo do substrato. A concentragao de nitrato foi maior
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no solo da floresta, enquanto o aménio foi a forma de N mineral predominante na
pastagem e na capoeira. As maiores taxas liquidas de mineralizagao e de nitrificacao
foram obtidas nos solos de floresta durante a estagdo das chuvas, enquanto nos
demais sistemas os valores foram negativos ou muito baixos.

A abordagem molecular por PCR-DGGE demonstrou que a estrutura das comunidades
de Bacteria é distinta nos diferentes sistemas de uso da terra. As causas para as
variagbes estao possivelmente relacionadas ao efeito conjunto da cobertura vegetal e
das caracteristicas quimicas do solo. A diversidade de bactérias nitrificadoras, avaliada
pelo sequenciamento da regido ribossomal 16S, foi maior no solo sob pastagem e
capoeira do que sob floresta. As sequéncias de AOB encontradas apresentaram maior
similaridade com as espécies Nitrosospira sp., Nitrosospira multiformis, Nitrosospira
briensis, Nitrosospira tenuis, Nitrosovibrio sp., Nitrosovibrio tenuis e Nitrosolobus
multiformis. A diversidade das NOB apresentou a mesma tendéncia de aumento da
diversidade apo6s a mudanga do uso da terra para pastagens. No solo sob floresta os
clones encontrados estavam relacionados a uma unica espécie de Nitrobacter sp.,
enquanto na pastagem os clones estavam associados as sequéncias de Nitrobacter
sp., Nitrobacter winogradsky, Nitrobacter alkalicus, Nitrobacter hamburgensis e
Nitrobacter vulgaris. Por sua vez, no solo sob capoeira foram encontradas somente as
espécies Nitrobacter sp. e Nitrobacter hamburgensis.

A elevacao do pH e das concentracbes de amédnio no solo pode ter contribuido para a
maior diversidade de bactérias nitrificadoras nos solos sob cobertura de gramineas, em
relagdo a floresta nativa. Entretanto a presenga dessas bactérias ndo resultou em
aumentos do teor de NO3™ no solo, devido a sua imediata imobilizagado pela biomassa

microbiana.

Palavras—chave: Amazénia, Solo, Carbono, Nitrogénio, NH4", NOs, PCR-DGGE,
Bacteria, AOB, NOB, Sequenciamento.
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ABSTRACT

Bacterial diversity in Amazonian soils: variability of the genera associated

to the nitrification process

Amazonian tropical forest soils are supposed to hold high microbial biodiversity, since
they support by litter recycling one of the most luxuriant ecosystems. However,
anthropogenic practices of slash and burn, mainly for pasture establishment, induce
deep changes in the biogeochemical cycles, mainly of nitrogen. Such changes become
noticeable by the predominance of distinct forms of mineral N. While in forest soils NO3’
content is higher or equal to NH,", in pasture soils NOs™ is hardly found. Degraded
pastures are usually abandoned and turn to a secondary vegetation or “capoeira”.
These land-use changes may direct the predominance of specific groups of soil
microorganisms, or yet induce significant losses of microbial diversity. To evaluate the
extent of microbial community disturbance we analyzed samples from the upper 0-10 cm
soil layer from a forest, an effectively grazed pasture and a fallow site, located in the
southwest Amazonian Region. Total organic and microbial C and N, mineral N, net
mineralization and nitrification rates, as well as Bacteria diversity by PCR-DGGE and
AOB, NOB diversity by sequencing the 16S ribossomal region were measured twice,
during the rainy (February) and dry (September) seasons 2004.

Results showed that this well managed pasture site contained 30 to 42% more organic
C than the capoeira and 47% more than the forest site over the year. The same pattern
was observed for total N. Microbial biomass C and N in pasture soil were about 38 and
26%, respectively, higher than in fallow and forest sites during the rainy season.
However, the shortage of humidity during the dry season affected the pasture microbial
biomass more intensively. Corg:Cmicr and Norg:Nmicr ratios were also sharply reduced
in this period, indicating improper conditions for substrate utilization. Nitrate
concentration was highest in forest soil, while ammonium was the predominant form of
mineral N in the pasture and capoeira sites. The highest mineralization and nitrification
rates were determined in the forest soils during the wet season, while the other systems

showed negative or very low values.



12

The molecular approach by PCR-DGGE revealed that the structure of microbial
communities of Bacteria Domain was different among the types of land use. The main
reason for these variations is possibly related to the associated effect of land cover and
chemical soil characteristics. The diversity of nitrifying bacteria, evaluated by ribosomal
16S region sequencing, was greater in the pasture and capoeira than in the forest soil.
AOB 16S rDNA sequences showed more similarity to Nitrosospira sp., Nitrosospira
multiformis, Nitrosospira briensis, Nitrosospira tenuis, Nitrosovibrio sp., Nitrosovibrio
tenuis and Nitrosolobus multiformis species. The diversity of NOB group followed the
same pattern of greater diversity after land use change to pastures. Clone sequences
found in forest soil were closely related only to Nitrobacter sp., while pasture soil had
clone sequences similar to Nitrobacter sp., Nitrobacter winogradsky, Nitrobacter
alkalicus, Nitrobacter hamburgensis and Nitrobacter vulgaris. NOB diversity in capoeira
soil was lower. Only Nitrobacter sp. and Nitrobacter hamburgensis were present.

Higher pH and NH;" concentrations may have contributed to greater diversity of nitrifying
bacteria in the soils under grass cover compared to the forest site. However, the
presence of these bacteria did not raise the soil NOjs contents, due to its fast

immobilization by microbial biomass.

Key-words: Amazonian, Soil, Carbon, Nitrogen, NH;*, NO3, PCR-DGGE, Bacteria,
AOB, NOB, Sequencing.
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1 INTRODUGAO

A Bacia Amazbnica abrange praticamente 25% do continente Sul Americano.
Com cerca de 7,5 milhdes de km?, estende-se pelo territério de nove paises e concentra
70% das florestas tropicais do globo. Somente no Brasil sdo 5,1 milhdes de km?. Apesar
de sua grande beleza e exuberancia, a Floresta Amazbnica encontra-se sobre solos de
baixa fertilidade, estando sua manutengcdo dependente da ciclagem dos nutrientes
contidos na fitomassa. Nesse contexto, destaca-se a importancia da biomassa
microbiana, responsavel pela degradacdo dos materiais organicos, cujos produtos
serao absorvidos pelas raizes de plantas.

Um solo que apresenta alta redundancia de funcdes no ecossistema é capaz de
manter em equilibrio os processos ecologicos, mesmo sob um disturbio. Essa
abordagem, definida como resiliéncia, refere-se ao tamponamento dos efeitos de
disturbios externos ao ecossistema. Esse tamponamento depende diretamente da
biodiversidade e das interagbdes entre os processos ecoldgicos. No solo, a redugao da
diversidade microbiana pode ser um importante indicador da perda de resiliéncia e, por
consequéncia, da qualidade do solo. A abundancia de algumas espécies de
microrganismos parece nao ser tdo importante quanto a manutencéo da diversidade,
visto que a abundancia reflete de forma mais imediata a flutuacdo microbiana de curto
prazo, enquanto a diversidade revela o equilibrio entre os organismos e os dominios
funcionais no solo (KENNEDY, 1999; LAVELLE, 2000).

Devido a sua grande extensdo e baixa densidade populacional, a Amazénia
ainda é o bioma brasileiro mais bem conservado, com 85% de suas florestas primarias
intactas (INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS, 2006). Entretanto, o
impacto antropico foi extenso nas ultimas décadas, associado a retirada ndo controlada
de madeira e ao avango concomitante da fronteira agricola. E notéria a importancia da
Amazébnia para o ecossistema brasileiro e até mundial. Justamente devido a isso, as
imagens das derrubadas e queimadas da floresta produzem forte impacto na opiniao
publica. Sdo mais de 60 milhdes de hectares desmatados. Desse total, estima-se que
35 milhdes tenham sido transformados em pastagens, um milh&o foi ocupado com

plantas perenes, trés milhdes com cultivos anuais € mais de 20 milhdes suportam
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vegetacdo secundaria denominada capoeira. A taxa média de desmatamento entre
agosto de 2005 a agosto de 2006 foi estimada em 13.100 km? (INPE, 2006).

O principal uso das areas desmatadas consiste no plantio de pastagens para a
pecuaria. Esta drastica mudancga de uso da terra resulta em profundas alteracbdes dos
ciclos biogeoquimicos. No que se referem ao ciclo do nitrogénio, diversos estudos
mostraram a predominancia de formas diferentes de N mineral, ou seja, no solo sob
floresta o teor de NO3™ € igual ou maior que o de NH,*, enquanto que sob pastagem
encontra-se quase que exclusivamente NH4". A nitrificacéo litotréfica, processo de
transformacgao seqlencial de NH;" via NO," para NOs', é catalisado por dois grupos
filogeneticamente distintos de bactérias da familia Nitrobacteriaceae: as oxidadoras de
aménio (internacionalmente denominadas AOB) e as oxidadoras de nitrito
(internacionalmente denominadas NOB). Em hip6tese, a mudanga no uso da terra pode
direcionar a predominéancia de grupos especificos de bactérias associadas a nitrificagao
nos diferentes sistemas, ou ainda, ocasionar perdas significativas na diversidade dos
microrganismos como um todo. Foi suposto também que o crescimento da capoeira
restabeleca parte dessa biodiversidade.

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o impacto do desmatamento na
diversidade das espécies de bactérias nitrificadoras do solo. Para tanto, foram
analisadas as seguintes variaveis nos sistemas alterados em relagdo ao sistema nativo:

e Carbono e o nitrogénio total do solo e fragcdo imobilizada na biomassa

microbiana;

e Formas de nitrogénio mineral (aménio e nitrato) e taxas de mineralizagcéo e

nitrificacao;

e Diversidade geral do Dominio Bactéria;

e Diversidade de bactérias oxidadoras de aménio e de bactérias oxidadoras de

nitrito.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Revisao de literatura
2.1.1 A floresta tropical e a mudanga no uso da terra

A Amazbnia é formada pela Bacia do Rio Amazonas e recoberta pela maior
floresta equatorial do mundo, abrangendo 6.915.000 km? de area, dos quais
4.787.000 km? estdo no Brasil. Geograficamente, compreende a regido que vai de
Pongo Manseriche (Peru) ao norte do Maranhdo, em longitude, e do Delta do Orinoco
(Venezuela) ao norte do Mato Grosso, em latitude. Mas ha, pelo menos, duas outras
classificagdes. Uma é a da Amazdnia como regiao norte do Brasil, compreendendo seis
Estados: Amazonas, Para, Amapa, Roraima, Acre e Ronddnia; outra € a denominada
Amazoénia Legal, criada em 1966, a qual inclui ainda a maior parte do Maranhao, o
norte de Mato Grosso e o Estado de Tocantins (FEARNSIDE, 2005).

Até a década de 60 podia-se dizer que a acdo do homem sobre a cobertura
florestal da Amazobnia era insignificante. A partir dos anos 70, com a implantagédo de
programas de desenvolvimento pelo Governo Federal, iniciou-se o desmatamento de
forma acelerada, prosseguindo nas décadas subsequentes. Quando se fala em
desmatamento da Amazoénia, refere-se a perda da floresta original que, antes da
chegada dos europeus, cobria quatro dos cinco milhdes de km? da area que hoje é
chamada Amazénia Legal. Até o ano de 1994, a area desflorestada foi estimada em
517.10° km? dos quais aproximadamente 45% foram convertidos em pastagens
(FEARNSIDE; BARBOSA, 1998). Em 2003, o desmatamento alcangou 649.10° km?, ou
seja, 16,2% da area total da Amazonia brasileira. A taxa média de desmatamento entre
agosto de 2005 a agosto de 2006 foi estimada em 13.10% km? (INPE, 20086) (Figura 1).
Embora areas extensas ainda permanecam intactas, a taxa de perda da floresta é
dramatica, em especial no “arco do desmatamento”, ao longo das bordas sul e leste
(FEARNSIDE, 2005).
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Figura 1 - Taxa de desmatamento anual na Amazonia Legal brasileira. Fonte: Adaptado
do INPE (2006)

Espécies de gramineas trazidas do continente africano foram utilizadas na
implantagdo de pastagens para a criagdo de gado de corte e leiteiro no Brasil. A
primeira espécie testada foi a Panicum maximum, conhecida como capim-colonido, que
atualmente cobre areas extensas de terras degradadas nos Estados de Sao Paulo, Rio
de Janeiro e também na Amazbnia. No inicio dos Anos 70, a graminea Brachiaria
decumbens foi trazida da Australia, coincidindo com o periodo de expansao da fronteira
agricola pelas regides central e norte do Brasil (BODDEY et al., 2004). Nos ultimos 30
anos, outras espécies do género Brachiaria foram introduzidas em, pelo menos, 20
milhdes de hectares da regido amazébnica (VEIGA, 1995). De um modo geral, a
implantagdo das pastagens € feita com pouca tecnologia e sem a aplicagdo de
nenhuma forma de fertilizante. Sua manutencédo dependente quase que exclusivamente
dos nutrientes contidos nas cinzas produzidas durante a queima da vegetagéao original.

O que vem acontecendo nas areas de pastagens em diversos locais na
Amazonia (VEIGA, 1995), assim como em outras regides tropicais (MYERS; ROBBINS,
1991; ROBBINS et al., 1989) é a perda da capacidade produtiva apés 4 a 10 anos de
uso, dando inicio ao processo de degradacdo (SERRAO et al., 1982; SERRAO;
HOMMA, 1982; SOUZA FILHO et al., 1991; VEIGA, 1995). Estima-se que 30 a 50% das

pastagens da Amazobnia Brasileira estejam em estagio avangado de degradagéo
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(FEARNSIDE, 2005). Conhecida como capoeira, a vegetacdo secundaria que se
desenvolve gradativamente nestas areas tem a capacidade de repor nutrientes ao solo
além de assimilar parte do carbono que foi liberado durante o corte e queima da floresta
original (SCHROTH et al., 2002; ZARIN et al., 2001).

Dentre os varios fatores que influenciam a perda da capacidade produtiva das
pastagens citam-se a baixa disponibilidade de fésforo (FERNANDES, 1999) e de
nitrogénio no solo (NEILL et al., 1995; NEILL et al., 1999), o excesso de animais e o
estabelecimento de plantas invasoras (VEIGA, 1995). Segundo Toledo e Navas (1986),
mais de 10 milhdes de hectares de pastagens na Amazlnia brasileira apresentam
niveis de infestacdo por invasoras acima de 70%, caracterizando um elevado grau de

degradacgao.

2.1.2 O ciclo do nitrogénio

O nitrogénio é elemento indispensavel para os seres vivos, pois faz parte das
moléculas de aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos. Embora esteja presente em
grande quantidade no ar na forma molecular (N2), poucos seres vivos 0 assimilam
nessa forma. Apenas algumas bactérias conseguem captar o Ny, utilizando-o na sintese
de moléculas orgéanicas nitrogenadas. Os microorganismos fixadores de nitrogénio,
quando morrem, liberam no ambiente o nitrogénio na forma organica. O processo de
oxidagdo dessas substancias fornece energia aos grupos de bactérias responsaveis
pelos processos da amonificagdo e nitrificagdo. A Figura 2 ilustra resumidamente as
principais etapas do ciclo do nitrogénio no solo.
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Figura 2 — Principais processos do ciclo do nitrogénio no solo

Estudos intensivos das alteragdes das caracteristicas do solo apds a derrubada
da floresta e implantacdo de pastagens na Fazenda Nova Vida, situada no Estado de
Rondbnia, (PICCOLO et al., 1994; FEIGL et al., 1995 a,b,c; MORAES et al., 1995; NEILL
et al,, 1995; MORAES et al.,, 1996; STEUDLER et al., 1996; NEILL et al., 1997 a,b;
GARCIA-MONTIEL et al., 2000; GARCIA-MONTIEL et al., 2001; CERRI et al., 2003;
CERRI et al., 2004; CERRI et al., 2005) levantaram uma série de questdes sobre a
origem das alteragbes observadas na ciclagem de nutrientes. O solo sob floresta
normalmente tem maior estoque de nitrogénio mineral extraivel do que a pastagem
(PICCOLO et al., 1994; NEILL et al., 1995; NEILL et al., 1996). Na floresta o teor de
NO; ¢ semelhante ou maior que o de NH4", enquanto na pastagem os teores de N
mineral consistem quase que exclusivamente de NH,". Taxas liquidas de mineralizagéo
de N e de nitrificacdo sdo maiores na floresta do que na pastagem, embora ndo tenham
sido observadas diferengas entre pastagens de diferentes idades. Taxas de nitrificagao
liquida elevadas foram encontradas em solos sob floresta, sugerindo haver perda
potencial de NOs3™ por lixiviagdo e/ou por via gasosa na forma de NO, N,O, NOx e outras
(ROBERTSON; TIEDJE, 1988; NEILL et al. 1995; GARCIA-MONTIEL et al. 2001).
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2.1.3 Biomassa microbiana e a especificidade das fungoes

A qualidade e a fertilidade de um solo sédo definidas como a combinacao das
propriedades quimicas, fisicas e bioldégicas que contribuem decisivamente para o
funcionamento do mesmo (DILLY; NANNIPIERI, 2001). Cinco atributos s&o
considerados essenciais para a manutengdo da produtividade agricola, a saber: a
capacidade do solo em promover o crescimento das raizes de plantas, o suprimento de
agua e a transformacao de nutrientes, a troca eficiente de gases na interface solo-
atmosfera e a promogao da atividade dos macros e microrganismos do solo (KELTING
et al., 1999). Nesse ambito destaca-se o papel da biomassa microbiana do solo (BMS),
definida como a parte viva da matéria organica, excluindo-se raizes e organismos
maiores que, aproximadamente, 5000 pm® (WARDLE, 1992). A BMS compreende os
organismos dormentes e os metabolicamente ativos no solo. Possui papel fundamental
na manutencao e produtividade dos ecossistemas por sua habilidade de transformar os
materiais organicos, cujos produtos serdo posteriormente absorvidos pelas raizes de
plantas (MARCHIORI JUNIOR; MELO, 1999).

A BMS é considerada indicadora da qualidade, ou mesmo da “saude” do solo,
visto ser uma das poucas fragdes da matéria organica biologicamente ativa, sensivel a
manejos e a poluicdo e que pode ser quantificada (SCHROTH et al.,, 2002). O
desenvolvimento de meétodos indiretos de medida da BMS como a fumigagao-
incubacao (FI) (JENKINSON; POWLSON, 1976), a respiragao induzida do substrato
(SIR) (ANDERSON; DOMSCH, 1978), o teor de ATP nas células microbianas
(JENKINSON; LADD, 1981) e a fumigac&o-extracao (VANCE et al., 1987) facilitaram o
acesso a esse compartimento da MOS. Diversos estudos quantificaram os principais
elementos imobilizados nas células microbianas em diferentes horizontes do solo.

Modificacdes na BMS tém sido detectadas em funcido das diversas praticas de
manejo e uso do solo. Cultivos por longo tempo promovem alteragdes devido a
mudancgas na porosidade do solo, aumentos da temperatura em certas épocas do ano
etc., mas um novo equilibrio é atingido apdés as flutuagdes iniciais (MARCHIORI
JUNIOR; MELO, 1999). Dentre os varios sistemas de cultivo, a rotacdo de culturas

aumenta consideravelmente a BMS pela liberacdo de diferentes composi¢des de acidos
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organicos, componentes dos exsudatos radiculares das plantas, resultando assim em
um maior numero de espécies microbianas habitando o solo, em comparagdo com o
sistema de monoculturas (ALVAREZ et al., 1995). Pode-se citar ainda a profundidade
como decisiva no desenvolvimento da BMS, a qual se concentra em sua maior parte na
camada superficial (0—10 cm) do solo (FRANZLUEBBERS et al., 1995).

De maneira geral, a BMS reflete o teor de matéria orgéanica total, representando
um parametro eficiente e sensivel na avaliagcdo da qualidade dos solos submetidos a
diferentes tipos de manejo ou a impactos de poluigado (INSAM, 2001). No Brasil, estudos
realizados na Amazdénia em cronossequéncia floresta/pastagem tém demonstrado que
a biomassa microbiana do solo sofre redugé&o nos primeiros anos (cerca de trés a cinco
anos), mas aumenta nas pastagens mais velhas, podendo alcangar niveis semelhantes
aos da floresta nativa (GERALDES et al., 1995; FERNANDES, 1999). Apesar de sua
importancia, ainda sao escassos os estudos que enfocam o efeito do desmatamento e
introdugéo de pastagens na biomassa microbiana em solos da Amazénia, além de cada
um deles adotar uma metodologia distinta para as diversas condigbes dos solos
tropicais (FEIGL et al 1995 a,b).

A capacidade de a BMS voltar a aumentar nas pastagens mais velhas,
alcangando valores proximos aos da floresta nativa, sugere que a microbiota desses
solos apresenta elevada resiliéncia, ou seja, capacidade de crescimento e de atividade
fisiolégica, mesmo apds o impacto do corte e queima da floresta. A estabilidade de um
sistema determina sua habilidade em continuar funcionando sob condi¢des de estresse,
tanto os naturais como aqueles induzidos por agdo antropica (ORWIN; WARDLE,
2004). Pelo fato dos microrganismos serem os mediadores das reagbes de
transformacao da matéria organica e da disponibilidade de nutrientes, sua resiliéncia
afeta diretamente a produtividade das plantas e a estabilidade dos ecossistemas
florestais e agricolas (ORWIN; WARDLE, 2005). Por essa razdo é essencial entender
como os microrganismos respondem aos disturbios ambientais, bem como os fatores
envolvidos nessa resposta (ORWIN et al., 2006).

As mudangas sazonais de umidade e temperatura promovem oscilagdes na
BMS, afetando também as taxas de mineralizagdo e imobilizacdo dos nutrientes e os
fluxos de gases na interface solo-atmosfera. Fernandes et al., (2002) observaram maior
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taxa de respiracao microbiana e produ¢cdo de metano na estagcdo chuvosa, nas areas
de floresta e pastagem da Fazenda Nova Vida, em Rondbnia. Bijayalaxmi Devi e
Yadava (2006) também reportaram os valores maximos de C, N e P microbianos
durante a estagdao das chuvas, em uma floresta subtropical secundaria em Manipur,
regidao nordeste da India. Orwin e Wardle (2005) testaram a resisténcia e resiliéncia da
BMS ao efeito de diferentes tipos de plantas e a disturbios de secagem e
umedecimento do solo, simulando variagcdes sazonais. Foram plantadas espécies de
gramineas de pastagem (Trifolium repens, Lolium perenne e Plantago lanceolata) em
monocultivo e associadas, juntamente com amostras de solo sem plantas, utilizadas
como controle, para avaliar se a composi¢cao botanica e/ou a riqueza de espécies
afetariam as propriedades quimicas do solo, e consequentemente a comunidade de
microrganismos. As parcelas onde as espécies de gramineas estavam associadas nao
influenciaram diretamente as propriedades quimicas do solo e nem a comunidade
microbiana em geral. Entretanto, observou-se que as amostras de solo cobertas por T.
repens induziram maior resisténcia e resiliéncia microbianas aos disturbios da seca, do
que as amostras de solo com P. lanceolata e maior resisténcia do que nos solos com L.
perenne. As diferencas de resisténcia e resiliéncia dos solos aos tratamentos podem
estar relacionadas ao fato de alguns serem limitados pelo C e outros pelo N. A
quantidade de N mineral nos solos cobertos por T. repens e L. perenne indicam que a
BMS ¢é mais limitada pelo C, portanto mais resiliente e resistente do que a BMS dos
solos cobertos com P. Lanceolata, onde o N é limitante.

A abordagem funcional da BMS é um aspecto importante utilizado atualmente
para se descrever o impacto do manejo do solo e dos fatores ambientais sobre a
abundancia e a diversidade relativa de grupos microbianos como bactérias, fungos,
actinomicetos, celuloliticos, amonificadores, nitrificadores, dentre outros. Sabe-se que a
definigdo de espécies microbianas é complexa, porém ha atualmente uma série de
métodos que se baseiam em medidas de resposta dos microrganismos a diferentes
tipos de substratos organicos. O método Biolog detecta reagcbes microbianas de
catabolismo por meio da mudanga de cor em uma suspensao de solo contendo uma
fonte de carbono soluvel. Uma limitagdo do método € que apenas 0s microrganismos

cultivaveis e habeis em crescer em condi¢des de alta concentragdo de nutrientes serao
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capazes de utilizar o substrato (CHEN et al., 2007). Por sua vez, o perfil de resposta
catabolica (CRP) avalia a resposta respiratéria dos microrganismos a adigdo de
compostos organicos individuais ao solo. O CRP permite a avaliagdo da diversidade
funcional da microbiota do solo, em resposta a mudancas do uso da terra, intensidade
de manejo agricola bem como ao estado da matéria organica do solo. Uma resposta
maior de uso de um determinado substrato orgénico pelos microrganismos forneceria
informacdées se a microbiota de um determinado solo esta mais adaptada
fisiologicamente para utilizar certo substrato organico (DEGENS et al., 2000;
STEVENSON et al., 2004).

Entretanto a quantificacdo da biomassa microbiana ndo permite a diferenciagao
da diversidade de microrganismos presentes em amostras ambientais. O avango da
utilizacdo de técnicas moleculares em ecologia microbiana tem mostrado que, na
verdade, uma fracdo infima da diversidade dos microrganismos é conhecida
(SCHLOTER et al., 2003).

2.1.4 Abordagem molecular da diversidade microbiana

A biodiversidade em um ecossistema é definida a partir de dois componentes: o
numero total de espécies presentes e a distribuicdo dos individuos entre as espécies
(KENNEDY; SMITH, 1995). No caso da comunidade microbiana do solo, estudos sobre
diversidade sdo complexos, devido as dificuldades de identificagdo das espécies, bem
como de isolamento de microrganismos que se encontram, frequentemente, ligados aos
minerais do solo e/ou a matéria organica (PAUL; CLARK, 1989).

Diversidade € um conceito importante em ecologia, amplamente utilizado no
monitoramento e preservagao das espécies no ambiente. A elevada diversidade
microbiana no solo esta diretamente relacionada a resisténcia do sistema a estresses e
condicdes extremas de temperatura (ALVAREZ et al., 1995), metais pesados (LEITA et
al., 1995; KANDELER et al.,, 2000) e sais (CRITTER; AIROLDI, 1996), além das
praticas de desmatamento de florestas e queimadas (GERALDES et al., 1995). O indice
de diversidade pode ser utilizado como parametro sensivel para avaliar os estresses do
ambiente sobre a microbiota. Entretanto a diversidade de espécies microbianas em
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qualquer solo esta também associada a redundancia de fungdes. Andrén et al., 1995
estudando a decomposi¢cdo de material orgénico associada a diversidade de espécies,
nao encontraram informagdes de que as taxas de decomposicdo no solo sejam
controladas pela diversidade de espécies microbianas. Em um experimento controlado,
Degens, 1998a observou que a fumigacdo do solo ndo reduziu as taxas de
decomposicao de palhada no solo.

Embora a diversidade de microrganismos no solo seja imensa (TORSVIK et al.,
1990; HEDRICK et al., 2000), somente uma porcentagem muito baixa (cerca de 1 %) de
microrganismos é cultivavel (BORNEMAN; TRIPLETT, 1997; GELSOMINO et al., 1999).
As espécies bacterianas, por exemplo, ndo s&o distinguiveis por técnicas de
microscopia, devido a limitada variedade morfolégica entre as espécies.
Adicionalmente, os métodos de obtencido de bactérias em meios de cultura sdo pouco
efetivos para sua quantificacdo, devido as dificuldades em se reproduzir as condigdes
que uma espécie ou grupos especificos requerem em seus habitats naturais (FELSKE;
AKKERMANS, 1998).

Em contrapartida, os métodos moleculares permitem maior conhecimento das
populagdes microbianas nao cultivaveis. A utilizacdo desses métodos possibilita a
compreensao da diversidade filogenética entre os microrganismos e dos efeitos de
impactos ambientais sobre estes (GARCiA-MARTiNEZ et al., 1999; WATANABE et al.,
2001).

2.1.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante

Eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGE) e
eletroforese em gel de gradiente de temperatura (TGGE) tém sido aplicadas em
estudos de ecologia microbiana para analisar a diversidade e a dinamica de populagdes
microbianas no ambiente (MUYZER; RAMSING, 1995). Apds a extragdo, o DNA é
purificado e um fragmento especifico € amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

A extracdo de DNA total do solo pode ser feita por meio de duas técnicas

distintas: as células s&do extraidas por sucessivas centrifugacoes, e lisadas para a coleta
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do DNA, ou o DNA é extraido diretamente do solo. Courtois et al., 2001 mostraram que
as quantidades de DNA extraidas diretamente do solo sdo bem maiores pelo método
direto (38-93 ng.g™' solo seco) do que pelo indireto (0.4 pg.g™ solo seco). Outro fator
importante € que o processo continuo de centrifugagdes pode inibir a reagcdo de PCR
devido a interferéncia dos acidos humicos sobre a tag DNA polimerase (INSAM, 2001).

Os produtos da amplificagcdo sdo analisados em gel de eletroforese, o qual
permite a separagdo dos amplicons de acordo com seus teores de G+C (MUYZER et
al., 1993). Genes com teores distintos de G+C formam diferentes padrdes de bandas,
caracteristicos de cada comunidade. Se outras informacdes forem necessarias, as
bandas podem ser extraidas, clonadas, sequenciadas e essas sequéncias comparadas
com sequéncias depositadas em bancos de dados. Os estudos ainda mostram que
muitas das sequéncias detectadas ndo apresentam homologia com sequéncias de
organismos conhecidos, representando, dessa forma, espécies novas (SCHWIEGER;
TEBBE, 1998).

A comparacao de sequéncias é importante também para a constru¢cao de sondas
de oligonucleotideos para deteccao in situ de espécies particulares (MUYZER,;
RAMSING, 1995). A técnica DGGE de fragmentos rDNA 16S amplificados por PCR tem
sido aplicada em estudos comparativos da diversidade de bactérias em solos
(GELSOMINO et al., 1999; HEDRICK et al., 2000), em amostras de &aguas
contaminadas (WATANABE et al., 2001), na resposta da comunidade microbiana ao
efeito de enriquecimento de exsudatos de raizes em solos contendo diferentes niveis
de metais pesados (KOZDROJ; VAN ELSAS, 2001), bem como no estudo da variagéo
na diversidade de Archaea em solos tratados durante longo tempo com lodo de esgoto
contendo diferentes quantidades de metais pesados (SANDAA et al., 1999).

Seghers et al. (2003) investigaram o efeito crénico da aplicagdo dos herbicidas
atrazina e metolaclor na estrutura, abundéancia e fungédo de grupos de bactérias em solo
cultivado com milho durante 20 anos por PCR-DGGE. A analise de grupamento dos
padroes de DGGE obtidos diferenciou os solos tratados e nao tratados com os
herbicidas, sugerindo que mudangas ocorreram na estrutura da comunidade do solo,

ainda que a fungdo da comunidade tenha sido preservada.
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Wheatley et al. (2003) analisaram as taxas potenciais de nitrificacdo (PNRs),
comparando as estruturas de comunidades de Bacteria com os subcomponentes e a
dinamica das populagdes de nitrificadores, dentro e entre trés areas agricolas por meio
da analise PCR-DGGE. Os resultados mostraram que as PNRs foram
significativamente diferentes entre as trés areas, e que a diversidade de Bacteria
também apresentou diferencas temporais de acordo com a estacio climatica dentro de
cada area de cultivo. Em compensacao, a analise PCR-DGGE especifica para os
nitrificadores sugeriu que a diversidade de organismos nessa populagado foi similar e
nao variou com a estacgao climatica. Ainda a avaliagdo quantitativa por PCR competitivo
mostrou que houve diferencas quantitativas na populagdo de nitrificadores entre as
areas, mas dentro de cada area as populagbes permaneceram estaveis ao longo do
tempo.

De um modo geral, o uso intensivo das pastagens acelera a ciclagem do
nitrogénio (PATRA et al., 2005). O que n&o se sabe ao certo & se essa atividade afeta
também a quantidade e a estrutura genética de grupos funcionais microbianos
associados ao ciclo do nitrogénio no solo. Patra et al.,, 2007 compararam duas
pastagens de diferentes intensidades de manejo quanto a presenca de microrganismos
nitrificadores, desnitrificadores e fixadores de N, de vida livre no solo por PCR-DGGE,
bem como a atividade de enzimas especificas do ciclo da nitrificacdo. Os resultados
indicaram que a producdo dessas enzimas e o0 numero de nitrificadores e
desnitrificadores foram maiores na pastagem de uso mais intenso. A estrutura genética
dos grupos microbianos avaliados diferiu entre os sistemas de manejo. As diferencas na
atividade enzimatica dos microrganismos se correlacionaram com mudangas na
ocorréncia de fragmentos de DNA especificos. Os autores concluiram que o uso mais
intensivo de pastagens estimulou a atividade microbiana induzindo, como
consequéncia, mudangas na composi¢cado genética dessas comunidades no solo.

Clegg 2006 avaliou o efeito do pastejo do gado e da aplicagdo de fertilizante
nitrogenado ao solo sobre a estrutura de grupos especificos de eubactérias,
Pseudomonas, actinomicetos e fungos por PCR-DGGE. A presenga do gado afetou
significativamente apenas a comunidade de Pseudomonas, enquanto que o fertilizante

nitrogenado promoveu efeitos na estrutura das comunidades de eubactérias,
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Pseudomonas e actinomicetos. Nenhum dos tratamentos testados alterou a
comunidade de fungos. O efeito desses fatores sobre a composigcdo de grupos
especificos de microrganismos pode influenciar diretamente a dindmica da ciclagem
dos nutrientes no solo.

Nogueira et al., 2006 testaram atributos quimicos e microbiolégicos relacionados
aos ciclos do C e N, juntamente com a analise molecular da diversidade bacteriana por
PCR-DGGE, para avaliar a significancia destes como indicadores de qualidade de solo
em uma floresta subtropical, comparando-a com areas reflorestadas e sob manejo
agricola. As areas sob floresta nativa e reflorestada apresentaram maior atividade
microbiolégica e diversidade de bactérias, contrastando com aquelas sob cultivo
agricola. Os padrdes de agrupamento das areas de estudo foram similares para ambos
0s parametros microbiolégicos e moleculares, indicando que medidas como biomassa e
diversidade microbiana podem ser utilizadas como indicadores de qualidade de solo em

diferentes sistemas de manejo e uso da terra.

2.1.6 Bactérias nitrificadoras em solos da Amazonia

Estudos da diversidade microbiana em solos frequentemente enfocam as
mudancas na estrutura da comunidade apoés situagdes de estresse ou alteragdes de
manejo, porém poucos sado os trabalhos abrangendo um grupo funcional especifico.
Entretanto, a analise da heterogeneidade espacial dos microrganismos no solo pode
ser mais bem compreendida por meio do monitoramento de um grupo especifico de
microrganismos.

A nitrificagao litotréfica ocorre em duas etapas distintas: a conversao do amoénio
em nitrito, e sua subsequente conversao em nitrato. Essas duas etapas sao realizadas
pelas bactérias oxidadoras de amoénio (AOB) e as oxidadoras de nitrito (NOB),
respectivamente. A energia liberada durante a oxidagcdo de compostos inorganicos
pode ser utilizada por esses organismos como fonte de energia para o crescimento. A
nitrificagdo no solo é restrita a um grupo limitado de géneros de bactérias (DE BOER,;
KOWALCHUK, 2001). As bactérias AOB possuem importdncia ambiental por

desempenharem papel essencial na ciclagem global do nitrogénio, bem como sao
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responsaveis pela primeira e, frequentemente, etapa limitante do processo de
nitrificagdo. Por essa razdo, bem como por certas dificuldades metodoldgicas, essas
bactérias tém sido mais intensamente estudadas do que as NOB nos ultimos anos
(KOWALCHUK et al., 1997).

Analises com o 16S rDNA tém mostrado que as AOB estao relacionadas a duas
linhagens filogenéticas distintas (Figura 3). A maioria dessas linhagens pertence a um
grupo monofilético da subclasse-p de Proteobacteria, a qual inclui os géneros
Nitrosomonas e Nitrosospira (NUGROHO et al., 2007). Bactérias representantes das
NOB estao presentes também em grupamentos filogenéticos. Os géneros conhecidos
que contém exclusivamente NOB quimiolitotréficas s&o Nitrobacter, Nitrococcus,
Nitrospina e Nitrospira. Desses, apenas Nitrobacter tem sido detectado em solos
(MALHAUTIER et al., 1998; SCHRAMM et al., 1998) de maneira que a distribuicdo de
outros géneros NOB necessita ser mais bem investigada. Considerando-se que a
nitrificacdo € o processo aerdbico central da ciclagem microbiana do nitrogénio, o
conhecimento da diversidade desses organismos poderia auxiliar em um melhor
controle desse processo, promovendo aumentos na produtividade vegetal com menores
riscos de perdas de NOj™ por lixiviacdo e, consequentemente, contaminacao de lengois
freaticos (DEGRANGE; BARDIN, 1995; BALL-COELHO et al., 2004; VENTEREA et al.,
2004).
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Figura 3 - Arvore filogenética baseada no 16S rRNA mostrando a afiliagao das bactérias
oxidadoras de amodnio (verde) e as oxidadoras de nitrito (vermelho). Adaptado
de http://www.microbial-ecology.net/nitrifiers.asp

Apesar das bactérias AOB desempenharem papel essencial na etapa inicial do
processo de nitrificagdo, o qual determina em parte o destino do nitrogénio no solo,
ainda ndo se sabe como os fatores abidticos afetam a diversidade e/ou composicao
dessas bactérias, especialmente em solos tropicais. Carney et al. (2004) avaliaram
como a diversidade de plantas e as mudancas no uso da terra influenciaram a
diversidade de AOB em solos da Costa Rica. Os resultados obtidos mostraram que a
diversidade ndo mudou entre as diferentes plantas testadas, mas foi significativamente
diferente na conversao de floresta em pastagem, correlacionando-se positivamente com
as taxas de nitrificagdo. Os autores detectaram a predominancia de espécies do género
Nitrosospira, mas uma maior propor¢cao de Nitrosomonas em solos com cobertura de
pastagem, sugerindo que este grupo pode se tornar dominante em sistemas mais ricos
em nutrientes. Dentre os principais fatores abidticos de influéncia direta na diversidade

das AOB no solo citam-se a taxa de mineralizagdo do nitrogénio, a umidade do solo, o
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pH e o teor de aménio (AVRAHAMI et al., 2002). A presencga de espécies raras de AOB
€ um fator bidtico importante para explicar as diferencas entre as areas amostradas.
Dessa forma, a acao antropica sobre os ecossistemas promove alteragdes nas
comunidades microbianas, afetando diretamente os processos por elas mediados.

Diversos estudos abordaram o metabolismo, meio de sobrevivéncia e
crescimento dos oxidadores de nitrito (NOB) em ambientes submetidos a presencga de
substancias poluidoras (FERAY; MONTUELLE, 2002; FERAY; MONTUELLE, 2003;
LOPES-FIUZA et al., 2002), porém poucos examinaram popula¢des naturais de
Nitrobacter no solo. Embora a conversao biolégica de nitrito em nitrato seja um
processo bem conhecido, estudos de populagées de Nitrobacter ficam prejudicados
pelos métodos inadequados de detecgdo e contagem. Os métodos tradicionais
fornecem informagdes pouco precisas da diversidade dos organismos envolvidos na
reacao, pois os representantes do género apresentam crescimento lento em meio de
cultura, pequena biomassa e susceptibilidade a contaminacdo (DEGRANGE; BARDIN,
1995). Em contrapartida, a analise molecular do rDNA 16S permite a deteccdo e a
quantificacdo das populagdes naturais de nitrificadores no solo em estudos de
diversidade funcional (MALHAUTIER et al., 1998; GRUNDMANN; NORMAND, 2000).

A espécie Nitrobacter sp. € a mais bem investigada dentre as oxidadoras de
nitrito. O DNA ¢é extraido do solo e amplificado utilizando-se primers especificos durante
a reagdao de PCR. Sondas de oligonucleotideos sdo usadas em hibridizagbes
quantitativas (SCHRAMM et al., 1998). Estudos da diversidade do género Nitrobacter
por distancias genéticas obtidas por ARDRA em diversas escalas espaciais como
microamostras de solo, blocos, campo e areas geograficas indicaram que a diversidade
de espécies € tao elevada pequenas como em grandes escalas. Um grama de solo
pode representar a diversidade de Nitrobacter de uma ampla area de pradaria
homogénea (GRUNDMANN; NORMAND, 2000).

Poucos estudos tém examinado as populagdes microbianas de solos da regido
Amazoénica. Manfio e Goodfellow (1995) e Linhares (1995) estudaram estirpes de
Streptomyces isoladas de solos de floresta. Este estudo foi conduzido utilizando-se
técnicas moleculares de isolamento, seguidas da caracterizacdo das estirpes.

Borneman e Triplett (1997) realizaram uma primeira descricdo da biodiversidade
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microbiana sob a perspectiva da analise molecular do DNA total em solos amazénicos
sob floresta e pastagem. Foi detectada a presenga de 18% de sequéncias que nao
pertenceram a nenhum género bacteriano conhecido. Os padrdes de formacao de
bandas se mostraram distintos em cada local, indicando que cada ecossistema
apresentou uma comunidade microbiana unica e bastante diversa. Estes achados por si
s justificam novos estudos moleculares nos solos da regido. Os autores ainda
informaram que dois por cento das sequéncias representaram organismos do Dominio
Archaea, os quais nunca haviam sido isolados nestes solos.

Fierer e Jackson 2006 avaliaram a composicao das comunidades bacterianas ao
longo de um transecto abrangendo as Américas do Norte e do Sul, a fim de se verificar
se os fatores biogeograficos determinantes da diversidade de bactérias no solo séo os
mesmos observados para a diversidade de animais e plantas. Os resultados mostraram
que foi o pH do solo que determinou a diversidade bacteriana, e ndo a composi¢ao de
espécies vegetais ou a latitude. Houve forte correlagédo entre a diversidade de espécies
e o pH em escalas locais; ainda os solos mais acidos apresentaram os menores indices
de diversidade e riqueza de espécies. Os solos com maior pH (z 6.8) apresentaram
riqueza de espécies 60% maior do que os solos acidos de florestas (= 5.1). O menor
indice de diversidade foi encontrado nos solos da Amazénia Peruana (pH = 4.1). Os
autores afirmam que os padrdes biogeograficos observados para as comunidades
bacterianas do solo sdo fundamentalmente diferentes daqueles determinantes da
diversidade de macrorganismos.

Kim et al. 2007 realizaram uma descricdo mais detalhada da diversidade e
estrutura das comunidades de Bacteria em solos da floresta nativa e sitios
antropogénicos de “terra preta de indio”, na regido ocidental da Amazbnia para
identificar os grupos filogenéticos predominantes. As similaridades entre as
comunidades e a diversidade de espécies nos dois solos foram comparadas, por
sequenciamento do gene 16S rRNA amostrando 1500 clones. Os resultados obtidos
foram de que ambos os solos abrigavam populagdes semelhantes de bactérias, das
quais o filo Acidobacteria foi predominante; entretanto os solos de terra preta

suportaram uma riqueza de espécies 25% maior do que os solos da floresta nativa.
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Diante do exposto, fica ressaltada a necessidade de se analisar em profundidade
as alteragdes na biomassa microbiana e na diversidade natural das populacdes
microbianas de solos submetidos aos diferentes usos da terra (floresta nativa,

pastagem e capoeira) para o entendimento do impacto da agcdo humana nesses locais.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Local de amostragem

Os trabalhos de campo foram desenvolvidos na Fazenda Nova Vida (10°10°5™°S
e 62°49°27""W), propriedade privada de 22.000 ha, situada a 250 km ao sul da cidade
de Porto Velho, na regido central do Estado de Rondbnia (Figura 4). O clima local é
tropical umido, com temperatura média anual de 25,5°C e precipitacdo de 2200 mm
(BASTOS; DINIZ, 1982), incluindo uma estagcdo seca de, aproximadamente, quatro a
cinco meses (maio a setembro) (Figura 5). A vegetacdo natural é classificada como
floresta tropical umida (PROJETO RADAMBRASIL, 1978), com amplo numero de
espécies de palmeiras tais como: Orbignya barbosiana, Oenocarpus spp., Jessenia
bataua, Euterpe precatoria and Maximiliana regia (PIRES; PRANCE, 1986). O solo
predominante € um Podzolico Vermelho Amarelo distréfico, textura média-argilosa, um
dos mais representativos da Amazoénia brasileira (22%) (MORAES et al., 1996). A
equipe do Laboratério de Biogeoquimica Ambiental do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura vem utilizando a infra-estrutura oferecida pelo proprietario desde 1990.
Nessa época foram iniciados estudos de caracterizagdo dos solos, geoestatistica dos
estoques de carbono, nitrogénio e outros parametros fisico-quimicos, ciclagem de
nutrientes e quantificagdo das trocas gasosas entre o solo e a atmosfera no

ecossistema natural e nas pastagens.
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Estado de Rondénia Fazenda Nova Vida

Figura 4 - Localizagao da area de estudo
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Figura 5 - Precipitagdo na Fazenda Nova Vida (RO), (Retiro Sede) no periodo de
janeiro de 2001 a abril de 2005

De acordo com o manejo da area, a técnica usual de corte e queima foi utilizada

para limpar a floresta apdés a remocgao seletiva das arvores economicamente
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importantes. As gramineas Brachiaria brizantha e Panicum maximum foram langadas

por avido e as sementes controladas pelo fogo dois anos apds o estabelecimento da
pastagem. Nao foram utilizados fertilizantes quimicos e nem pratica agricola
mecanizada nos locais de pastagem com gado.

As amostras de solo foram coletadas durante a estagao das chuvas (fevereiro) e
seca (setembro) de 2004 em uma area preservada sob floresta nativa, uma area de
pastagem com Brachiaria brizantha, criada em 1987 e desde entdo, ativa com uma

média de 1,5 cabecas/ha; e uma capoeira abandonada desde 1994, apds ser utilizada

como pastagem (Brachiaria brizantha e Panicum maximum) desde 1983 (Figuras 6, 7 e

8). A area de capoeira € ocupada predominantemente por 15 a 18% de espécies
lenhosas, (Tabebuia spp., Erisma uncinatum e Vismia guianensis), 12% de palmeiras
Babagu (Orbignya phalerata Mart), 4 a 11% de espécies daninhas herbaceas e 63.5%

de uma mistura de Brachiaria brizantha e Pannicum maximum (FEIGL et al., 2006).

Figura 6 — Area com floresta na Fazenda Nova Vida



Figura 8 — Area de capoeira na Fazenda Nova Vida
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Foram escolhidos dois periodos contrastantes (fevereiro — estagéo das chuvas e
setembro — estagao seca) em termos de umidade, para se avaliar o efeito de fatores
abidticos sobre a biomassa microbiana e sua atividade sob diferentes sistemas de
manejo. Estudos anteriores ja mostraram que a biomassa microbiana é fortemente
influenciada pelas variagbes sazonais, dentre elas o teor de agua do solo
(BIJAYALAXMI DEVI; YADAVA, 2006).

Foram coletadas cinco amostras compostas, espacadas dois metros entre si,
sendo que cada amostra composta foi constituida de cinco amostras simples
homogeneizadas, em profundidade 0-10 cm. Foram utilizados tubos de cloreto de
polivinil (PVC) para a coleta das amostras em fevereiro, enquanto em setembro foram
abertas minitrincheiras (Figura 9). O solo foi peneirado em malha dois mm, para a
remocgao de pedras e fragmentos de raizes, e mantido sob refrigeragdo a 3°C. As
amostras de solo separadas para acessar a diversidade dos microrganismos, foram

mantidas a temperatura de —80°C. Essa temperatura é necessaria para o rompimento

da parede celular e morte das células microbianas.

Figura 9 - Abertura de minitrincheiras para coleta das amostras de solo
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2.2.2 Caracterizagao quimica do solo

A quantificacdo dos macros e micronutrientes do solo foi realizada pelo método
descrito por Van Raij et al., 2001. O teor de agua foi determinado gravimetricamente
apo6s secagem em estufa por 24 horas a 105 °C. O pH foi determinado em solugao 0,01
mol L' CaCl,. O fésforo disponivel e os cations basicos trocaveis foram extraidos em
resina trocadora de ions. O Ca*? e o Mg*? foram determinados em espectrofotémetro de
absor¢do atdbmica e o K’ por espectrofotometria de chama. A acidez potencial,
expressada pela soma (H" + AI+3), foi determinada por titulometria apds extracao

utilizando solugao de acetato de calcio 2 mol. L'eo pH ajustado para 7,0.
2.2.3 Carbono e nitrogénio organico totais

As amostras de solo foram secas em temperatura ambiente (TFSA) e peneiradas
em malha 100 meshes (0.49 mm). A determinag&o do carbono e nitrogénio totais, por
combustéo seca (1350°C), foi feita em auto-analisador LECO CN-2000. Os resultados

foram expressos em g kg™ solo seco.
2.2.4 Nitrogénio mineral e taxas liquidas de mineralizagao e de nitrificagao

O nitrogénio mineral foi obtido por extragdo com KCI para o tempo 0 e apés 7
dias de incubagado das amostras em copos plasticos com tampa em laboratério (NEILL
et al., 1995). No extrato, as concentragdes de aménio (NH4*) e de nitrato (NO3") foram
determinadas pelo sistema automatico de injecao de fluxo continuo (FIA) (RUZICKA;
HANSEN, 1981). O NH," foi quantificado colorimetricamente pelo método de Solorzano
e o NOj3 obtido por condutivimetria na forma de NO,, apdés a redugdo com um
catalisador a base de cadmio. A taxa liquida de mineralizagdo foi calculada pela
diferenca entre N-(NH;" + NO3") no final e no inicio da incubagdo. A taxa liquida de
nitrificagdo equivale a concentragdo de NOjs final menos a inicial. Os dados foram

expressos em ug g solo seco.
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2.2.5 Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana

As amostras de solo tiveram o carbono da biomassa microbiana quantificado
pelo método da fumigacgao-extragao (VANCE et al., 1987). O método permite quantificar
o carbono e/ou o nitrogénio imobilizados na biomassa microbiana que se torna extraivel
em solugdo aquosa de sulfato de potassio (0,5 mol I'1) apos a fumigagdo do solo com
cloroférmio. O vapor do cloroférmio promove a lise das células microbianas, liberando o
protoplasma e permitindo a extragdo do carbono e do nitrogénio. Foram pesados 10 g
de solo para a subamostra ndo fumigada, 10 g para a fumigada e 5 g levados a estufa
por 24 horas a 105°C para obtencdo da massa da matéria seca de cada amostra. As
subamostras foram agitadas por 30 minutos a 150 rpm com 40 ml de solugao de K;SOq4
(0,5 mol I") para a extracdo do C e N, os quais foram quantificados no equipamento
TOC-5000A Shimadzu e pela reagdo com a ninhidrina (JOERGENSEN; BROOKES,
1990), respectivamente. O carbono e o nitrogénio da biomassa microbiana foram
calculados pela diferenga entre a quantidade extraida das amostras fumigadas e nao-
fumigadas. O fator de corregéo (Kec) utilizado foi 0,3 (FEIGL et al., 1995 b). Os dados

foram expressos em mg C ou mg N kg'1 de solo seco.
2.2.6 Diversidade do Dominio Bacteria
a) Extracao de DNA total do solo

A extracdo de DNA metagendmico do solo foi feita utilizando o Fast DNA ® Spin
Kit for Soil (Q-Biogene). Foram pesados 0,6 g de solo e adicionados ao tubo matriz de
lise, o qual continha uma mistura de particulas de silica e ceramica moidas. Em
seguida, foram adicionados 978 nul de tampéao fosfato de sédio e 122 ul de tampao MT.
Os tubos foram agitados horizontalmente por 30 segundos a velocidade 4.0 m s em
um Fast Prep FP 120 Cell Disruptor (Bio 101, Vista, Califérnia), e em seguida
centrifugados a 13,000 g por 30 segundos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo limpo, onde se adicionou 250 ul de reagente PPS e o volume foi misturado

sob agitagao constante durante 2 minutos. Os tubos foram novamente centrifugados a
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13,000 g por 5 minutos para peletizar o precipitado. O sobrenadante foi transferido para
um tubo “Falcon”, onde foi adicionado um mililitro de uma solugdo matriz de silica. Os
tubos foram colocados em rotor durante 2 minutos, para que o DNA pudesse se ligar a
solugdo matriz de silica e, em seguida, foram deixados em repouso por 3 minutos. Um
volume de 500 ul do sobrenadante foi descartado. O volume restante foi ressuspenso
na solugdo matriz, e 600 pl do volume foram transferidos para um tubo spin e
centrifugados a 13,000 g durante 1 minuto. O volume de solugao que passou pelo filtro
foi descartado, o volume restante foi ressuspenso novamente e adicionado ao tubo
spin, repetindo-se o mesmo procedimento. Um volume de 500 pul de solugao de limpeza
de etanol foi adicionado ao tubo spin e o volume centrifugado a 13,000 g por 1 minuto.
Descartou-se o liquido que passou pelo tubo spin. Os tubos foram novamente
centrifugados a 13,000 g por 2 minutos para secagem da matriz da presenca de
solucéo residual de etanol. Os tubos spin foram colocados em tubos limpos e deixados
a temperatura ambiente por 5 minutos para secagem final. Adicionaram-se 100 ul de
agua ultrapura e livre de DNases, e por meio da ponta de uma pipeta o volume de silica
foi ressuspenso para uma eficiente eluigdo do DNA. Os tubos foram centrifugados a

13,000 g por 1 minuto, concentrando o pélete de DNA microbiano.

b) Amplificagao do rDNA 16S

Para a amplificacdo de fragmentos rDNA 16S de Bacteria foi utilizado o conjunto
de primers iniciadores BA 338f-GC (5 GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGG
GGGCACGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3’) e UN 518r (5 ATTACCGCGGCTGCT
GG 3’) (Ovreas et al., 1997). A amplificagcao foi feita em solugdo contendo: 2.5 ul de
tampao para PCR 10 X, 0.2 uM de cada primer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM DNTPs, 2.5 U
Taqg DNA polimerase, 60 ng de DNA molde e o volume final completado para 25 ul com
agua milli Q. O PCR foi realizado em um termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf) nas seguintes condigdes: 3 minutos de desnaturagio inicial 8 94°C, seguido
de 30 ciclos de temperatura de desnaturagéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C
por 30 segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos, e uma extensao final a 72°C por 10

minutos. Em seguida, aliquotas de 4 ul do produto de PCR foram analisadas por
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densitometria, apods eletroforese em gel de agarose 1% TBE, utilizando-se um
densitdbmetro laser Fluorimager (Molecular Dynamics). Como padrédo de tamanho e

quantidade de DNA foi utilizado o marcador de massa DNA mass ladder (Invitrogen).

c) Analise da estrutura das comunidades de Bacteria

Os amplicons do rDNA 16S do Dominio Bacteria foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante (MUYZER et al.,
1993). Os géis de poliacrilamida (8%) foram preparados a partir de uma mistura na
proporgao 37.5:1 (m:m) de acrilamida/bisacrilamida em tamp&o TAE 0.5X (10 mM tris-
acetato, 0,5 mM EDTA pH 8,0). O gradiente utilizado variou de 15 a 55%, a partir de
uma solugdo desnaturante 100%, contendo 7M de uréia e 40% de formamida e uma
solugcédo 0% sem uréia e formamida (OVREAS et al., 1997). Aproximadamente 300 ng
de produto de PCR foram carregados por amostra. A eletroforese foi realizada em
tampao TAE 0.5X por 3 horas sob voltagem constante de 200 V, e temperatura de 60°C
em um sistema de eletroforese vertical DCode (BioRad). Apds a eletroforese, os géis
foram fixados em solugdo 10% de acido acético glacial por 15 minutos. Em seguida, os
géis foram lavados trés vezes com agua destilada, imersos em solugéo de metanol 50%
por 15 minutos, lavados trés vezes com agua destilada e imersos em solugéo de SYBR-
Green | (1:10.000; v:v) (Molecular Probe, Eugene, Oregon) por 30 minutos. Apds a
coloragédo, os géis foram lavados trés vezes com agua destilada e analisados por
densitometria, utilizando-se o densitdmetro laser Fluorimager e o programa Fragment

Analysis (Molecular Dynamics).

2.2.7 Diversidade das bactérias oxidadoras de amonio e de nitrito

a) Extragcao de DNA total do solo

A extracao de DNA total das amostras de solo foi realizada de acordo com o

procedimento descrito no item 2.2.6. Em seguida, o DNA total foi purificado em coluna

de sephadex G-75 (Sigma) para a retengao de acidos humicos, fulvicos e fendis, os
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quais interferem diretamente na atividade da enzima taq DNA polimerase. O
procedimento foi feito pesando-se 10g de sephadex G-75, adicionando-se agua milli-Q
até se completar o volume de 100 ml, o qual foi autoclavado. Em seguida, 2% de
polivinilpolipirrolidona, compreendendo 200 mg, foram adicionados e o volume final
utilizado para preencher as colunas das seringas plasticas de cinco mililitros. A amostra
de DNA total foi depositada na coluna de sephadex. Apos alguns minutos, o volume
que passou pela coluna foi coletado, e o DNA total quantificado em espectrofotdmetro

Nanodrop 3.1.

b) Amplificagao do rDNA 16S

Para a amplificacao de fragmentos rDNA 16S do grupo de bactérias oxidadoras
de amonio, foi utilizada a técnica nested PCR com os primers eubacterianos fD1 (5°
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e rD1 (5 AAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC 3)
(WEISBURG et al., 1991), seguidos por uma segunda amplificagdo com os primers
CTO 189f (5 GGAGRAAAGYAGGGGATCG 3’) e CTO 654r (5 CTAGCYTTGTAGTTT
CAAACGC 3') (KOWALCHUK et al.,, 1997). A amplificacdo foi feita em solugéo
contendo: 2.5 ul de tampéo para PCR 10 X, 0.2 uM de cada primer, 1.5 mM MgCl,, 0.2
mM DNTPs, 10 ug de albumina serum bovina (BSA), 2.5 U Taq DNA polimerase, 30 ng
de DNA molde e o volume final completado para 25 ul com agua milli-Q. O PCR foi
realizado em um termociclador (GeneAmp, Perkin-Elmer) nas seguintes condigdes: um
ciclo de 4 minutos a 94°C; 35 ciclos de desnaturacdo de 60 segundos a 94°C,
anelamento por 45 segundos a 55°C, extensdo por 90 segundos a 72°C e uma
extensdo final de 15 minutos a 72°C.

Previamente a segunda amplificagdo, os produtos de PCR foram diluidos 1:50 e
2 pyl da diluigdo foram usados como DNA molde em uma segunda amplificagdo
contendo: 2.5 ul de tampao para PCR 10 X, 0.2 uM de cada primer, 1.5 mM MgCl,,
0.2 mM DNTPs, 10 ug de BSA, 2.5 U Taq DNA polimerase, e o volume final completado
para 25 ul com agua milli-Q. O PCR foi realizado em um termociclador (GeneAmp,
Perkin-Elmer) nas seguintes condigdes: desnaturagéo inicial por 4 minutos a 94°C, 30
ciclos de desnaturagao por 30 segundos a 94°C, anelamento por 30 segundos a 55°C,
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extensdo por 45 segundos a 72°C (com o tempo aumentando um segundo/ciclo); e uma
extensao final de 15 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram avaliados em um
densitdmetro Eagle Eye, apos eletroforese em gel de agarose TAE 1%. Como padréao
de tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o marcador de massa DNA mass ladder
(Invitrogen).

A amplificacdo de fragmentos rDNA 16S do grupo de bactérias oxidadoras de
nitrito foi realizada por meio dos primers especificos FGPS 1269 (5’ TTTTTTGAGATT
TGCTAG 3’) e FGPS 872 (5 CTAAAACTCAAAGGAATTGA 3’) (DEGRANGE; BARDIN,
1995). A amplificacéo foi feita em solugéo contendo: 2.5 ul de tampé&o para PCR 10 X,
0.5 uM de cada primer, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM DNTPs, 10 ug de BSA, 2.5 U Taqg DNA
polimerase, 30 ng de DNA molde e o volume final completado para 25 ul com agua
milli-Q. O PCR foi realizado em um termociclador (GeneAmp, Perkin-Elmer) nas
seguintes condi¢des: um ciclo de desnaturagcdo de 3 minutos a 95°C; 35 ciclos de
desnaturacdo de 60 segundos a 95°C, anelamento por 60 segundos a 50°C, extensao
por 60 segundos a 72°C e uma extenséo final de 3 minutos a 72°C. Os produtos de
PCR foram avaliados em um densitdbmetro Eagle Eye, apds eletroforese em gel de
agarose TAE 1%. Como padrdo de tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o

marcador de massa DNA mass ladder (Invitrogen).

c¢) Purificagao de produto de PCR

Previamente as etapas de transformagéo e clonagem, os fragmentos rDNA 16S
obtidos por PCR, foram submetidos a uma purificagdo com o kit QIAquick (Qiagen,
Tech.), a fim de se eliminar contaminantes originarios da reagdo de amplificagéo.

Para o grupo de bactérias oxidadoras de aménio foram escolhidas uma amostra
representativa de cada local e estagao climatica, de modo que as amostras de numero
4,8, 15, 18, 23 e 28 representaram as areas de floresta — estagcdo chuvosa, pastagem —
estacdo chuvosa, capoeira — estagdo chuvosa, floresta — estagdo seca, pastagem —
estacio seca e capoeira — estacao seca, respectivamente.

Todo o produto de PCR de volume 25 pl foi submetido a eletroforese em gel de

agarose 1% TAE 1X. Apds a constatagdo da presenga do fragmento de 465 pb, o
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fragmento de DNA foi excisado do gel de agarose com o auxilio de bisturi. O tamanho
do gel foi minimizado a fim de se evitar coletar excesso de agarose. Cada pedago de
gel foi pesado e em seguida, adicionaram-se trés volumes de tampao solubilizador de
agarose QG para cada volume de gel de agarose. Os tubos foram incubados em
banho-maria por 10 minutos a 50°C, e um volume de isopropanol, igual ao volume do
gel de agarose, foi adicionado a amostra e misturado. Em seguida, 800 ul da mistura
foram adicionados ao tubo spin e centrifugados a 13,000 rpm durante 1 minuto. O
volume que passou pelo tubo foi descartado, e o restante foi adicionado ao tubo spin,
repetindo-se 0 mesmo procedimento. Adicionou-se 500 ul de tampao QG ao tubo spin e
centrifugou-se a 13,000 rpm por 1 minuto, para a remogdo completa de tragcos de
agarose. Para a lavagem, 750 ul de tampéao PE foi adicionado ao tubo spin e os tubos
deixados em repouso por 5 minutos, antes de serem centrifugados a 13,000 rpm por 1
minuto. O volume de solugcdo que passou pelo filtro foi descartado, e os tubos foram
centrifugados por mais 1 minuto a 13,000 rpm. Os tubos spin foram acoplados a tubos
de microcentrifuga, onde se adicionou 30 ul de agua milli-Q no centro da membrana do
filtro, procedendo-se a centrifugagcéo final por 1 minuto a 13,000 rpm. O volume
coletado correspondeu a 28 ul do produto de PCR esterilizado e pronto para a reagao
de transformacao.

Para o grupo de bactérias oxidadoras de nitrito foram escolhidas uma amostra
representativa de cada local durante a estacdo chuvosa apenas, visto que nao ocorreu
amplificacdo de nenhuma das amostras coletadas durante a estacdo seca. Dessa
forma, as amostras de numero 5, 8 e 15 representaram as areas de floresta, pastagem
e capoeira — estagao chuvosa, respectivamente.

Apos a verificagdo da presenca de banda de 397 pb, o volume de 20 ul do
produto de PCR foi submetido a purificacdo adicionando-se cinco volumes de tampao
PB para cada volume de amostra e misturando-se em seguida. O volume total foi
adicionado ao tubo spin, centrifugado por 1 minuto a 13,000 rpm e descartado o que
passou pela coluna do tubo spin. O tubo spin foi centrifugado por mais 1 minuto a
13,000 rpm para limpeza de residuos de etanol, e colocado em um tubo limpo de
microcentrifuga. Para a eluicdo do DNA, foram adicionados 30 ul de agua milli-Q no

centro da membrana do filtro, procedendo-se a centrifugagdo final por 1 minuto a
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13,000 rpm. O volume coletado correspondeu a 28 ul do produto de PCR esterilizado e

pronto para a reacao de transformacao.

d) Transformacao e clonagem

A transformacgdo em células quimicamente competentes de Escherichia coli foi
feita utilizando-se o TOPO TA Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen, Tech). Foi
preparado o meio LB (Luria-Bertani) sodlido adicionando-se 25 g de extrato LB, 15 g de
agar bacto, o volume final completado para 11 com agua milli-Q e o pH ajustado para
7.5 com solugédo de NaOH 10N. O meio LB liquido foi preparado adicionando-se 25 g
de extrato LB, 956 ml de agua milli-Q e o pH ajustado para 7.5 com solugdo de NaOH
10N. Os meios LB sodlido e liquido, bem como um volume separado de 44 ml de glicerol
foram autoclavados a 121°C por 20 minutos. Assim que a temperatura do frasco
contendo o meio LB sdlido alcangou 60°C, o antibiotico kanamicina (50 pg/ml) foi
adicionado e o volume vertido em placas de Petri descartaveis. Apds esfriarem, as
placas foram invertidas e guardadas no escuro a temperatura de 4°C. No momento em
que a temperatura do meio LB liquido alcangou 60°C, misturou-se o volume de 44 ml de
glicerol e o antibiético kanamicina (50 ug/ml). O meio LB liquido foi mantido no escuro a
temperatura de 4°C, até o momento de ser transferido para os blocos de crescimento
estéreis.

Anteriormente a reacao de transformacdo em células competentes de E. coli foi
preparada uma reacgao para adi¢gao de dioxiadenosina (A) ao inserto de PCR purificado,
uma vez que as etapas de purificagdo resultam em perda de 3’A necessario para a
ligacdo com a molécula de dioxitimina (T) do plasmideo vetor pCR4-TOPO. A reagao de
ligagcao ocorreu pela adicdo de 2.5 ul de tampéao para PCR 10 X, 3 mM MgCl,, 1 mM
dATP, 0.5 U tag DNA polimerase, 20 ng de inserto de PCR purificado e o volume final
completado para 26.6 ul com agua milli-Q. Os tubos foram incubados a 72°C por 10
minutos.

A transformagao ocorreu em tubos de microcentrifuga 1.5 ml mantidos no gelo,
onde foram adicionados os seguintes reagentes: 3 ul (20 ng) do inserto previamente

preparado, 1 ul de solugéo de sal, 1 ul de agua estéril e 1 ul de vetor pCR 4-TOPO. Os
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tubos foram misturados gentiimente e incubados por 30 minutos a temperatura
ambiente. Durante este periodo, as células competentes foram colocadas no gelo, o
meio SOC foi mantido em temperatura ambiente para descongelamento e as placas de
Petri contendo meio LB sdlido foram levadas a estufa 37°C. Apds os 30 minutos de
incubagédo, 4ul da reagdo de clonagem foram adicionados ao tubo de célula
quimicamente competente de E. coli, misturados gentiimente e incubados no gelo por
30 minutos. Imediatamente apds este periodo, as células competentes foram mantidas
por 2 minutos a 42°C e em seguida mantidas no gelo. Adicionaram-se 250 ul de meio
SOC. e os tubos foram levados em agitador horizontal (200 rpm) por 60 minutos a
37°C. As placas de Petri foram tiradas da estufa, inoculadas com volumes de 50 pul do
produto transformado e levadas a estufa nhovamente para o crescimento dos clones de
E. coli.

Para se ter certeza da presenga do inserto nos clones de E. coli, foi preparada
uma reacado de PCR utilizando os primers M13F (5 GTAAAACGACGGCCA G 3') e
M13R (5" CAGGAAACAGCTATGAC 3’) do kit TOPO TA (Invitrogen). A reagao de PCR
foi preparada adicionando-se 2.5 ul de tampao para PCR 10 X, 3 mM MgCl;, 0.2 uM de
cada primer, 0.2 mM DNTPs, 0.5 ug BSA, 0.625 U taq DNA polimerase e o volume final
completado para 25 ul com agua milli-Q. A reacao de PCR foi realizada nas seguintes
condicdes: um ciclo de desnaturagao de 10 minutos a 94°C; 30 ciclos de desnaturacao
de 60 segundos a 94°C, anelamento por 60 segundos a 55°C, extensdo por 60
segundos a 72°C e uma extensao final de 7 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram
avaliados em densitdbmetro Eagle Eye, apos eletroforese em gel de agarose TAE 1%.
Como padrao de tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o marcador de massa DNA
mass ladder (Invitrogen).

Apo6s a confirmagao da presenca do inserto nos clones de E. coli, os clones
crescidos nas placas de Petri foram transferidos para o bloco de crescimento com o
auxilio de palitos esterilizados. Para cada amostra dos grupos de bactérias oxidadoras
de amoénio e de nitrito, foram transferidos 96 clones completando um bloco de
crescimento. Os blocos foram levados a estufa 37°C e incubados “overnight” para o

maior crescimento dos clones em meio LB liquido. Em seguida, 2 ul do volume de
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células foram transferidos para placas, com o auxilio de pipeta multicanal, e as placas

levadas a estufa 37°C e incubadas “overnight” para crescimento dos clones de E. coli.

e) Sequenciamento do rDNA 16S

As placas contendo os clones de E. coli crescidos foram enviadas a Macrogen

Inc. (Coréia do Sul), para a extracdo de DNA plasmidial e sequenciamento.

f) Analise filogenética das seqliéncias rDNA 16S

Para a analise da diversidade de bactérias nitrificadoras, foram identificadas as
sequéncias quiméricas de 16S rRNA provenientes de cada grupo de clones através do
programa Bellerophon (HUBER et al., 2004). As sequéncias livres de quimeras foram
transformadas em pequenos bancos de dados no formato FASTAS para analises
futuras.

Em seguida, foi realizada uma busca no Genebank (BENSON et al., 2005)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) com o intuito de selecionar as sequéncias
disponiveis de Alfa-proteobactéria e Beta-proteobactéria. Estas buscas foram
realizadas de forma restritiva segundo o seguinte protocolo:

1. Apenas as sequéncias em formato FASTA foram armazenadas;

2. Selecionadas apenas sequéncias provenientes de espécies de a-
proteobactéria e B-proteobactéria de acordo com a arvore filogenética
proposta para estes grupos (CICCARELLI et al., 2006);

3. Excluidas proteinas hipotéticas, provaveis e similares;

4. Removidos genes redundantes (pseudo genes e paralogos recentes);

Para cada grupo (a e B-proteobactéria) foi compilado um banco de dados local
para utilizagdo do programa MEGABLAST (ALTSCHUL et al., 1990), de acordo com o
manual do programa.

As sequéncias de o e PB-proteobactéria foram identificadas confrontando as
sequéncias dos clones livres de quimeras contra o banco de dados especifico, descrito

anteriormente, utilizando-se o programa MEGABLAST. Desta busca foram descartadas
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as sequéncias onde o “e-value” foi superior a um valor arbitrario especifico para cada
grupo (variando de 2x107"® a 4x107"%) e pelo menos 60% da seqiiéncia de resposta foi
coberta, com no minimo de 90% de similaridade (HUANG et al., 2004).

Os alinhamentos foram realizados através do software Clustal W-MPI
(THOMPSON et al., 1994; LI, 2003) e refinados manualmente pelos programas Seaview
(GALTIER et al., 1996) para linux ou BioEdit (lbis therapeutics, CA, USA) para
Windows.

A analise de Neighbor-Joining (NJ) foi aplicada para se obter a distancia fenética
entre os clones de 16S rRNA e os dados dos bancos de a e B-proteobactéria. Estas
analises foram realizadas utilizando-se o software MEGA 3.1 (KUMAR et al., 2004) para
Windows. A robustez de cada ramo foi determinada pelo teste ndo paramétrico de
bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 500 replicagdes.

2.2.8 Delineamento experimental

Os valores dos atributos quimicos do solo, C e N totais do solo, C e N da
biomassa microbiana, as concentracbes de amodnio e nitrato e as taxas liquidas de
mineralizagcado e de nitrificagcdo representam a média £ desvio padrdo. Os resultados
foram tratados estatisticamente por meio de analise de variancia, em delineamento
inteiramente casualizado segundo o esquema fatorial, com cinco repeti¢cdes. O teste de
Tukey a 5% de probabilidade foi utilizado para comparagao de médias.

A estrutura das comunidades de Bacteria foi avaliada com base na presencga ou
auséncia das bandas detectadas no gel, através do programa Diversity Database (Bio
Rad), sendo gerada a partir dai uma tabela de dados binarios. Os padrbes de
bandeamento foram analisados por agrupamento hierarquico, utilizando-se a distancia
Euclidiana como unidade de medida das comunidades por meio do programa Systat
8.0.

Em seguida foi feita a analise de componentes principais (PCA) com o objetivo
de relacionar a estrutura da comunidade bacteriana com os atributos quimicos e
microbiolégicos do solo. Para isso, foi realizada uma analise “Non-Metric

Multidimensional Scaling” (NMDS) com os dados de presenga e auséncia de amplicons,
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utilizando o indice de similaridade de Jaccard. As coordenadas calculadas em um
espaco de ordenagao pela NMDS foram utilizadas na PCA.

2.3 Resultados e Discussao
2.3.1 Propriedades quimicas do solo

A analise granulométrica revelou que a mudanga de uso da terra ndo alterou a
textura dos solos, tanto que todas as areas apresentaram as mesmas porcentagens de
argila (26-30%), areia (64-70%) e silte (4-6%).

A derrubada da floresta para introdugéo de pastagens alterou significativamente
as propriedades quimicas do solo (Tabela 1). A deposigao das cinzas formadas durante
a queima da vegetacdo natural elevou o pH e o teor de cations K*, Ca®** e Mg*
trocaveis no solo, assim como reduziu o nivel de acidez trocavel. O pH do solo
aumentou 30% nas areas de pastagem e capoeira, em relagcdo a floresta nativa.
Comparando-se as estacdes chuvosa e seca, o pH nao decresceu nas areas de floresta
e pastagem, enquanto que na capoeira, houve uma reducdo de 12%, como
conseqiiéncia do decréscimo dos teores de Ca** e Mg3+ e 0 aumento expressivo de
AP,

Aumentos de pH sao significativos na camada superficial (0-10 cm) do solo e em
pastagens jovens, porém este tende a decrescer apés 3 a 5 anos do periodo de
instalagao da pastagem (MORAES et al., 1996).

Em pastagens bem manejadas o pH e os cations trocaveis se mantém elevados
por 15 anos apos seu estabelecimento (FEIGL et al.,, 1995a). Entretanto, Cleveland
et al. (2003) observaram valores menores de pH em pastagens da regido sudoeste da

Costa Rica, devido a auséncia de queima da floresta como estratégia de manejo.



Tabela 1 — Caracteristicas quimicas (média + desvio padrdo) da camada 0-10 cm do solo sob floresta nativa,
pastagem e capoeira

Uso da pH Umidade P S K Ca Mg Al H + Al SB

terra CaCl, % e mg dm™ mmol ¢ dm™

Estagcao chuvosa
Floresta  3,9%+02 200%°+1,7 52°+11 66°+09 09 +03 44%+15 38°+24 88°+35 418"+65 115°+89

Pastagem 4,9%+02 249°+27 74"+23 52°+08 15°+05 262°+71 64"°+15 06°+02 236°+48 341°+85
Capoeira 50°+02 213%+18 58°+20 52°+04 13*+03 258°+73 72°+08 04°+01 212°+11 343+69
Estagao seca
Floresta ~ 38°+02 83+13 48%+15 62't+1,1 06°+03 14°+09 12°+04 11,0°+12 368°+62 32°+16
Pastagem 49+02 83"+09 52°+26 48°+08 19°+14 222°+121 50°+10 18°+08 202°+35 29,1"+10,0
Capoeira 44%+01 64+06 20°+07 44°:05 08°+03 7,8°+40 32°+15 40°+16 228°+22 118°+56

*Médias seguidas de mesma letra dentro de uma época, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

1%
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A umidade variou entre 6,4% (capoeira — estagcédo seca) a 24,9% (pastagem —
estacdo umida). Os solos sob a cobertura de graminea retiveram mais agua do que os
de floresta e capoeira devido a aumentos na densidade, consequéncia comum da
compactagao do solo, reducédo da porosidade total e da presenga do gado pastejando
(CERRI et al., 2005). Durante a estacao seca, a umidade foi reduzida 58.5% na floresta,
66.7% na pastagem e 70% na capoeira, indicando que na floresta a oscilagdo de
umidade foi menor do que nos demais sistemas. Dentre os fatores abiodticos, a umidade
€ um dos que exerce maior influéncia sobre as populacdes microbianas do solo e a
dinamica dos nutrientes. Diaz-Ravina et al. (1995) afirmam que a falta de agua € mais
limitante para o desenvolvimento dos microrganismos do solo do que a temperatura.
Outros autores obtiveram correlagdo altamente significativa entre a umidade e a
biomassa microbiana do solo em ecossistema florestal (SANTRUCKOVA, 1992) e
agricola (LYNCH; PANTING, 1982).

N&o foram observadas diferengas significativas nos teores de fésforo disponivel
na sucessao floresta-pastagem-capoeira. Na estagao seca, o teor de P na pastagem se
diferenciou da capoeira, mas foi similar ao da floresta. Fernandes et al. 2002 obteve os
maiores teores de P disponivel na floresta. Por sua vez, Moraes et al. (1996) reportaram
que o P orgénico aumenta de acordo com o acumulo de MOS no solo na area de
pastagem. Sob temperatura e umidade elevadas, o P orgénico € mineralizado, para
posterior absorg¢ao pelas raizes de gramineas.

A concentragdo de enxofre esteve entre 5,2 a 6,6 mg dm™ (estagdo chuvosa),
sendo maior na floresta, seguida pela pastagem e capoeira. Na estagdo seca, o S
variou de 4,4 a 6,2 mg dm™, havendo diferenca significativa entre a floresta e a
capoeira, enquanto a concentragao na pastagem foi intermediaria.

Os teores de cations trocaveis foram diferentes. Durante a estacao chuvosa, as
concentragdes de Ca?* e de Mg** foram 4,4 e 3,8 mmol ¢ dm™ - floresta, 26,2 e 6,4
mmol ¢ dm™ - pastagem e 25,8 e 7,2 mmol ¢ dm™ - capoeira. Uma tendéncia similar foi
observada na estagao seca, com a pastagem concentrando os teores mais elevados de
Ca® e Mg3+: 22,2 e 5,0 mmol ¢ dm™, seguida pela capoeira e floresta. Variagdes nas
concentracdes de Ca*? foram maiores do que as observadas para o Mgs". As

concentragdes de K* entre as areas néo foram significativas em nenhuma das épocas.
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As concentragbes de Al bem como a acidez potencial (H + Al) foram maiores na
floresta do que na pastagem e capoeira. As diferengas nos valores de soma de bases
entre as areas de estudo refletiram as concentracdes elevadas de Ca?", Mg3+ e K" na

pastagem e capoeira, comparadas a floresta.
2.3.2 Carbono e nitrogénio organico totais

Os teores de C e de N organicos apresentados na Tabela 2 foram maiores
durante a estacdo das chuvas, devido a elevada temperatura e umidade na regido
(Tabela 1), fatores que favoreceram o crescimento e desenvolvimento vegetal.

A quantidade de matéria organica no solo foi influenciada pelas mudancgas
sazonais, as quais determinam diferentes fases de acumulacado e perda de material
organico no solo. Os picos mais elevados de acumulo de C e de N totais nesses solos
ocorreram durante a estagdo chuvosa (FEARNSIDE; BARBOSA, 1998).

Tabela 2 — Carbono e nitrogénio organico totais (g kg~ solo seco), com média + desvio
padrao em solos da Fazenda Nova Vida

Uso da Terra Carbono Nitrogénio C/N

Estacao chuvosa

Floresta 13,9+ 1,7 1,2 £ 0,1 11,6"8+£0,5

Pastagem 26,5 +5,7 2,04+0,6 13,2 + 2,1

Capoeira 18,3 + 3,3 1,62+ 0,4 11,48+ 0,9
Estagao seca

Floresta 10,4+ 3,0 0,85 +0,2 13,08+ 0,7

Pastagem 19,7+ 3,9 1,3 +0,2 15,1+ 0,8

Capoeira 11,52+ 1,5 0,8°+0,1 14,38 + 12

*Médias seguidas de mesma letra dentro de uma época, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Fazenda Nova Vida, a implantagdo de pastagens promoveu aumentos nos
contetidos de C e N organico total. Os valores 26,5 e 2,0 g kg™ solo seco de C e de N,
para o sistema de pastagem, encontrados neste estudo durante a estagéo chuvosa, sao
préximos aos obtidos por outros autores (MORAES et al.,, 1995; NEILL et al., 1996;
PICCOLO et al., 1996, FERNANDES, 1999).

Os dados da literatura confirmam que o uso de pastagem €& um dos melhores
manejos para se aumentar o estoque de C no solo. Espécies do género Brachiaria
possuem elevada capacidade de acumular C no solo devido a produg¢do de grandes
quantidades de massa seca e, principalmente, a intensa renovacdo de seu sistema
radicular abundante e permanente (CERRI et al., 2003; CERRI et al.,, 2004). No
entanto, em outros estudos como o de Desjardins et al., (1994), ocorreram decréscimos
no conteudo de C com a instalagdo da pastagem, enquanto Serrdo et al., 1979 e Hetch,
1982 observaram que a concentracdo de C no solo permaneceu inalterada. Fatores
como a variagéo espacial e temporal, o manejo e o tipo de solo, sdo responsaveis pelas
diferencas nos estoques de C nesses solos.

Os ganhos de C e de N na capoeira durante as estagdes chuvosa (18,3 e 1,6 g
kg™ solo seco) e seca (11,5 € 0,8 g kg™ solo seco) foram menores do que na pastagem,
mas estatisticamente similares a floresta (13,9 e 1,2 g kg™’ solo seco — estacdo das
chuvas; 10,4 e 0,8 g kg™ solo seco — estacdo seca). Por representar uma pastagem
abandonada que perdeu a produtividade, os conteudos de C e de N se assemelharam
aos da floresta original. Os menores ganhos de C e N na capoeira podem estar também
relacionados a cobertura desigual de gramineas, e ao elevado grau de infestagéo por
plantas daninhas invasoras (FEIGL et al., 2006). Ainda a capoeira tem uma fungéo
essencial, a reassimilacido de parte do carbono que foi liberado a partir do corte e
queima da floresta original (SCHROTH et al.,, 2002). Na floresta, a ciclagem dos
nutrientes contidos na serapilheira ocorre de forma policiclica, contribuindo assim para
um menor estoque de C e de N nesses solos (FEIGL et al., 1995a; MORAES et al.,
1996; NEILL et al., 1997a; FERNANDES et al., 2002).

A relacdo C/N do solo variou entre 11,4 (capoeira — estacdo chuvosa) a 15,1
(pastagem — estacdo seca) entre as areas, entretanto os valores foram maiores na

superficie sob pastagem. A qualidade da serapilheira de floresta e pastagens difere



52

marcadamente, variando de composi¢cado lenhosa, rica em lignina para um substrato
mais celuldsico. Os dados presentes sao consistentes com um acumulo maior de C,
comparado ao N, em pastagens mais velhas (CERRI et al., 2003).

Uma das consequéncias do corte e queima da floresta € a imediata
disponibilidade de N (FEARNSIDE, 2005). A fixagdo biolégica do N, também contribui
para o aumento do teor de N, visto que ndo foram aplicados fertilizantes nitrogenados
nas pastagens da Nova Vida. Piccolo et al. (1996), utilizando técnicas isotdpicas,
observaram uma diminuigdo do valor de N em uma cronossequéncia
floresta/pastagem. Os autores sugeriram que isto se deve a fixacdo de N na pastagem
por meio da associacdo da graminea com bactérias de vida livre. Day et al. (1975)
obteve valores de atividade da enzima nitrogenase entre 239 a 750 nanomols de
CoHs/h/g em raizes de gramineas forrageiras como Brachiaria mutica, Panicum

maximum e Pennisetum purpureum.
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2.3.3 Nitrogénio mineral e taxas liquidas de mineralizagao e de nitrificacao

Os teores de N mineral, definidos como a soma das formas amoniacal (NH4") e

nitrica (NOj3’), foram maiores durante a estagédo chuvosa (Figura 10).
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Figura 10 — Teores de NH,", NOs e soma de NH," + NOs (ug N g solo seco) em
amostras de solo durante a estagdo das chuvas. Médias seguidas de
mesma letra dentro de um atributo ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Estes resultados contrastam com os de Fernandes (1999), quando a autora
observou maior presenga de nitrogénio mineral na estagdo seca. O estoque de N
mineral foi maior na capoeira (27,8 ug N g'1 solo seco), seguido pela pastagem
(19,9 ug N g™ solo seco) e pela floresta (10,9 ug N g™' solo seco), contrastando também
com os resultados de outros autores (PICCOLO et al., 1994; NEILL et al., 1995; NEILL
et al., 1996), que observaram maior estoque de N mineral extraivel na superficie de
floresta.

O N em forma amoniacal predominou na capoeira (27,3 ng N g solo seco),

seguida pela pastagem (19,7 ug N g solo seco), enquanto o nitrato foi a principal
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forma presente na floresta (8,3 ug N g solo seco) na estacdo chuvosa. O amdnio
representou 98% do total de N mineral da pastagem e capoeira, enquanto na floresta a
porcentagem foi de 24%. Gramineas, como a braquiaria e o capim-colonido,
apresentam altas taxas de crescimento e s&o eficientes na absorgéo de NH;" (NEILL et
al., 1999; GARCIA-MONTIEL et al., 2001). O nitrato correspondeu a 2% do N mineral

presente na pastagem e capoeira, € a 76% na floresta nativa.
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Figura 11 — Teores de NH,", NOs e soma de NH," + NOs (ug N g solo seco) em
amostras de solo durante a estagdo seca. Médias seguidas de mesma
letra dentro de um atributo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade

Durante o periodo seco, a pastagem produziu 6,7 ug N g™ solo seco de aménio
(Figura 11), quantidade significativamente maior do que nas demais areas. A producgéo
de nitrato foi muito baixa na floresta (0,13 ug N g’ solo seco), e quase nula na
pastagem e na capoeira (0,03 ug N g™ solo seco).

As baixas concentragdes de NO3™ na pastagem e na capoeira durante as épocas
de amostragem (Figuras 10 e 11) podem estar relacionadas a presencga de microssitios

anaerobios e a elevada atividade respiratéria das raizes de gramineas (CARMO et al.,
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2005). Estudos realizados em Manaus (MATSON et al., 1990; LUIZAO et al., 1992) e
em areas de florestas tropicais convertidas em pastagens na Costa Rica (REINERS et
al., 1994), confirmam esta tendéncia. Os teores de aménio e de nitrato obtidos na
capoeira foram proximos aos da pastagem, justamente por se caracterizar como uma

pastagem abandonada, em processo de conversdo em floresta secundaria.

3,
2,

1 Floresta Pastagem Capoeira

O Taxa mineralizagao

B Taxa nitrificagcao

ug N g'1 solo seco semana’
A

Figura 12 — Taxas liquidas de mineralizacdo e de nitrificacdo (ng N g™ solo dia™) em
amostras de solo durante a estagdo das chuvas. Médias seguidas de
mesma letra dentro de um atributo ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Figura 13 — Taxas liquidas de mineralizacdo e de nitrificacdo (ng N g™ solo dia™) em
amostras de solo durante a estagdo seca. Médias seguidas de mesma
letra dentro de um atributo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade

As taxas liquidas de mineralizacdo e de nitrificacdo sofreram decréscimos ao
longo da cronossequéncia durante o periodo chuvoso (Figura 12). A floresta nativa
apresentou as taxas mais elevadas de mineralizaggo e de nitrificagdo do N (1,3 pg N g™
solo dia™') e (2,1 ug g’ solo dia™), respectivamente, enquanto na pastagem e na
capoeira os valores foram baixos ou negativos, predominando a imobilizagdo
microbiana. Na estagdo seca, a taxa de mineralizacdo na floresta e na pastagem foi
negativa; enquanto na capoeira, excepcionalmente, o valor obtido foi 1,5 ug N g'1 solo
dia™ (Figura 13). A taxa de nitrificacdo foi maior na floresta nativa (0,4 ug N g'1 solo
dia'1) e nula na pastagem e capoeira, devido as quantidades de nitrato estar préximas
ao valor zero.

O desmatamento da floresta pode acarretar mudangas importantes na ciclagem
do N, como aumentar o estoque de N mineral e as taxas de mineralizagdo e de

nitrificagdo. Contudo, apés um breve periodo de transformagdes, a ciclagem do N
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gradualmente declina com o aumento da idade das pastagens (NEILL et al., 1995;
NEILL et al.,, 1997; FERNANDES, 1999). Os resultados obtidos sugerem que na
floresta, onde a serapilheira é rapidamente reciclada na superficie do solo, a
disponibilidade de C é baixa, mas a do N e as taxas de mineralizacao e nitrificagao sao
altas. Dessa forma, a maior parte do N mineralizado é rapidamente nitrificada e a
imobilizagdo microbiana € normalmente baixa (NEILL et al., 2006). Nas areas de
pastagem e capoeira, a entrada de carbono através da serapilheira depositada em
superficie € menor do que na floresta, porém a entrada de C labil na forma de raizes e
rizodepositos € maior. Isso tem o efeito de, primeiramente reduzir a disponibilidade de N
para as gramineas, e consequentemente os processos de mineralizagdo e nitrificagéo
(NEILL et al., 1999).

2.3.4 Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana

Verificou-se que as concentragdes de C e de N imobilizados na biomassa
microbiana durante a estagdo chuvosa foram maiores do que na seca (Tabela 3),
semelhantemente ao observado para o C e o N da matéria organica do solo (Tabela 2).

Na estacdo chuvosa, para a camada superficial de solo (0-10 cm), o C
microbiano variou entre 329 mg kg™’ solo e 542 mg kg™ solo; enquanto o N microbiano
esteve entre 44,8 mg kg'1 solo e 62,5 mg kg'1 solo, porém sem diferengas significativas.
Durante a estacao seca, os teores de C e N dos microrganismos estiveram entre 35,5 e
58 mg kg™ solo, e entre 6,3 mg kg™ solo e 8,9 mg kg™ solo, respectivamente. Contudo
as concentragdes desses elementos foram similares ao longo da sequéncia. A relagao
C/N variou de 4,7 (capoeira — estagao seca) a 8,7 (pastagem — estagado das chuvas).

De acordo com os dados da Tabela 3, ocorreu uma flutuagdo sazonal da
biomassa microbiana relacionada diretamente ao teor de umidade do solo, conforme ja
observado anteriormente por Feigl, (1995) e Fernandes, (1999) nos solos da Nova Vida.
A elevada umidade da regido amazdnica (Tabela 1) exerce efeito duplo: estimula o
crescimento dos microrganismos, levando a maior imobilizagdo de nutrientes e acelera
a velocidade de decomposigcdo da serapilheira superficial (BIJAYALAXMI DEVI;
YADAVA, 2006).
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Tabela 3 - Carbono e nitrogénio microbianos (mg kg™ solo) e relagdes Cmic:Corg,
Nmic:Norg e C/N, em porcentagem, entre parénteses, em amostras de
solo durante as estac¢des chuvosa e seca

Uso da terra Carbono Nitrogénio Cmic:Corg  Nmic:Norg CIN

-------- mg kg™ solo seco %

Estacao chuvosa
Floresta 32908+ +883 44,8°+158 23*+05 3617 73 27

Pastagem 542,0°+158,5 62,5°+157 20*+05 33°+09 87°+25
Capoeira 340,4°+ 1140 46,8°+196 1,9°+0,7 3,0°+15 7,3+5/1
Estacao seca
Floresta 58,0" + 38,9 8,0"+24 05°+0,3 1,0°+03 7,2°+3,1
Pastagem 35,5+ 17,3 6,3 +2,5 02°+01 05°+02 56"+3,0

Capoeira 422" + 11,9 89°+23 04" +01 11°+04 47°%10

*Médias seguidas de mesma letra dentro de uma época, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

O C microbiano aumentou pelo menos 64% no processo de mudanga de uso da
terra para pastagem, como consequéncia do rapido crescimento e intensa atividade
radicular da Brachiaria brizantha (FERNANDES, 1999). O tipo de manejo e as
diferencgas na qualidade da serapilheira de floresta e pastagens diferem marcadamente,
variando de composigao lenhosa, rica em lignina para um substrato mais celulésico e,
portanto, facilmente decomponivel pela microbiota do solo (OHTONEN et al., 1997;
STEVENSON et al., 2004). Os teores de C microbiano quantificado nas amostras sob
floresta nativa e capoeira nao diferiram entre si, seguindo a mesma tendéncia dos
teores de C da MOS durante o periodo chuvoso. O nitrogénio microbiano nao sofreu
variagoes entre as areas.

Durante o periodo seco, ndao houve diferengas no C e N microbianos ao longo da
sequéncia, devido a menor disponibilidade de matéria organica e agua no solo. De

acordo com Lynch e Panting (1980), a qualidade do substrato vegetal exerce influéncia
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direta na reducado da biomassa microbiana durante o periodo seco. Em condi¢des de
estresse hidrico, a atividade radicular é reduzida drasticamente e a composicdo dos
exsudatos passa a ser constituida por residuos mais complexos, limitando o
crescimento microbiano.

A contribuicdo do C microbiano sobre o C orgénico total variou de 0,2 a 2,3,
enquanto a proporgao Nmic:Norg esteve entre 0,5 a 3,3. Os menores valores foram
encontrados na pastagem (estagcédo seca) e os maiores na floresta (estagdo chuvosa). A
participacdo do C e N microbianos na quantidade total de matéria organica foi maior
durante a estacdo das chuvas, indicando que a alta umidade e temperatura
estimularam o crescimento microbiano. Consequentemente houve maior imobilizagao
de nutrientes. Nao foram observadas diferencas significativas nas relagbées Cmic:Corg e
Nmic:Norg entre as areas. Os dados sugerem que ambos os sistemas, natural e
alterado encontram-se em equilibrio dinamico (ANDERSON; DOMSCH, 1989). Estes
indices sado apontados por Insam et al. (1989) como indicadores do equilibrio da
ciclagem da MOS nos diferentes tipos de solo e sistemas de manejo.

Em ecossistemas estaveis como florestas tropicais, onde a entrada de C
organico € similar as perdas na forma de CO,, a relagdo Cmic:Corg torna-se linear e
fica por volta de 2.5% (ANDERSON; DOMSCH, 1989). Os valores obtidos neste estudo
estdo proximos as variagdes encontradas para solos de florestas tropicais (1,5 — 5,3%;
LUIZAO et al., 1992) e temperadas (1,8 — 2,9%; VANCE et al., 1987).

Valores de Cmic:Corg abaixo de 2,0 (conforme observado na estagao seca) sao
criticos, pois refletem o efeito de mudangas ambientais severas sobre a microbiota do
solo. Ainda assim, a floresta apresentou a maior relagdo Cmic:Corg, o0 que sugere que a
biomassa microbiana nesses solos € mais ativa e a ciclagem do C mais eficiente. A
capoeira apresentou maior valor de Nmic e de Nmic:Norg, embora diferencas
significativas entre as areas nao foram observadas. De um modo geral, a contribuicdo
do N microbiano em relacdo ao N total também foi baixa, quando comparada aos
valores obtidos por outros autores (BROOKES et al., 1985; WILLIANS; SPARLING,
1984). De acordo com Anderson (2003), as comunidades microbianas de solos
submetidos a rotagcdo de culturas s&o energeticamente mais eficientes, e apresentam

taxas Cmic:Corg e Nmic:Norg mais elevadas, do que aquelas presentes em



60

monoculturas e solos de floresta. Sob as condi¢cdes acidas dos solos de floresta, os
requerimentos necessarios para a manutencdo das células microbianas sdo maiores.
Consequentemente, pouca biomassa € produzida, resultando assim em menores taxas
Cmic:Corg e Nmic:Norg.

Cleveland et al. (2003) afirmam que ha um gradiente de resposta da comunidade
microbiana aos fatores ambientais, o qual é mais intenso em solos de baixa fertilidade
natural, como os Oxissols e os Ultissols da regiao Amazénica brasileira. Fatores como
umidade, temperatura, manejo e pH do solo s&o mais decisivos no crescimento e
atividade dos microrganismos, do que o estoque de matéria organica. O uso agricola de
solos pouco férteis tem consequéncias mais profundas para a comunidade microbiana

e para a ciclagem biogeoquimica dos nutrientes, do que o manejo de solos mais férteis.

2.3.5 Diversidade do Dominio Bacteria

A reacao de amplificagdo com os primers eubacterianos 338f-GC e 518r gerou
um unico fragmento de 180 pb. Os amplicons foram separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida com gradiente desnaturante (Figuras 14 e 16), e a analise de
agrupamento hierarquico (Figuras 15 e 17) foi feita com base na presencga ou auséncia
das bandas detectadas no gel de poliacrilamida. O indice de similaridade entre as areas
de estudo foi de 94%, para ambas as épocas de amostragem. Alguns conjuntos de
amplicons, exemplificados de | a VI, foram escolhidos para melhor comparar as

similaridades e/ou diferencas entre os padrées de bandeamento.
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Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante obtida a
partir de PCR do gene ribossomal 16S de Bacteria, em amostras de solo
coletadas na estacéo chuvosa, na Fazenda Nova Vida
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Figura 15 - Dendrograma do Dominio Bacteria para amostras de solo coletadas durante
a estacao chuvosa, na Fazenda Nova Vida
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A Figura 14 mostra conjuntos de bandas presentes em todas as amostras de
solo (I, Il), o que indica que estavam presentes no DNA extraido de cada amostra e
também a presenca das mesmas populacdes bacterianas nas diferentes areas. A
pastagem foi caracterizada pela presenca de padrdes de bandas concentrados nas
repeticdes PA3 e PA4 (lll), enquanto um perfil unico (V) foi encontrado nas amostras
de capoeira e na repeticio PAS. As amostras de floresta apresentaram alta
variabilidade de padrbes de bandeamento, porém a repeticdo FL2 apresentou mais
bandas do que as demais (V). O agrupamento hierarquico separou as comunidades de
Bacteria em trés clusters distintos (Figura 15), exceto PA2 que agrupou com as

repeticoes de floresta e PA5 que esteve mais proxima ao cluster da area de capoeira.

2.3.5.2 Estacao seca

Floresta Pastagem Capoeira
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Figura 16 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante obtida a
partir de PCR do gene ribossomal 16S rDNA de Bacteria, em amostras de
solo coletadas na estacao seca, na Fazenda Nova Vida

O perfil de DGGE obtido para as amostras de solo durante a estacdo seca

(Figura 16) revelou menor numero de bandas por area, porém as diferencas na
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estrutura bacteriana foram mais bem definidas do que na estagdo chuvosa. O conjunto
de bandas representado por | e |l esteve presente em quase todas as amostras, exceto
para as repeticdes CA1 a CA4. O padrao de bandas Il foi encontrado nas trés areas,
entretanto a intensidade das bandas foi menor nas amostras de capoeira. O perfil Ill
representou bandas comuns a pastagens e a capoeira, enquanto 1V e V foram bandas
especificas encontradas nas amostras de floresta e na repeticao FL1, respectivamente.
VI representou um perfil particular nas amostras de pastagem. Nao foi encontrado um

perfil de bandas especifico ao sistema capoeira.
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Figura 17 - Dendrograma do Dominio Bacteria para amostras de solo coletadas durante
a estacao seca, na Fazenda Nova Vida

A analise de clusters pdde distinguir completamente as comunidades bacterianas
das areas amostradas (Figura 17), ao contrario do padrdo de bandeamento obtido para
as amostras da estagcado chuvosa (Figura 14), onde as amostras PA2 e PA5 agruparam
com as repeticobes de floresta e capoeira, respectivamente (Figura 15). Apesar da
biomassa microbiana n&o ter variado significativamente entre as areas durante a
estacéo seca (Tabela 3), a analise de clusters mostrou que a estrutura da comunidade

de Bacteria é distinta.
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Independentemente do periodo de amostragem, bandas similares foram
encontradas em todas as amostras de solo. Os perfis de DGGE obtidos neste estudo
revelaram variacdes entre as repeticbes tdo elevadas, quanto entre tratamentos em
areas amplas de campo. A causa para essas variagdes esta possivelmente relacionada
ao efeito conjunto da cobertura vegetal e dos fatores quimicos do solo sobre a
diversidade de bactérias.

A abordagem molecular PCR-DGGE mostrou ser uma ferramenta eficiente para
a caracterizacdo e monitoramento de comunidades bacterianas diversas, focalizando
em amplicons para os quais a ocorréncia e/ou a frequéncia relativa sdo afetadas por
variagbes ambientais (CLEGG, 2006). Os resultados obtidos indicam que a diversidade
genética de Bacteria mudou na conversdo do uso da terra para pastagem e posterior

recuperacao para capoeira.

2.3.6 Correlacao entre a diversidade de Bacteria e variaveis ambientais

A Analise de Componentes Principais (PCA) € um método de ordenacédo que
reduz a complexidade dos dados e representam-no num sistema de novas dimensdes
(eixos). Os resultados (Figuras 18 e 19) expressam a relagdo existente entre a
mudancga no uso da terra e os paradmetros quimicos e microbioldgicos do solo. Os eixos
1 e 2 puderam explicar 79,3 e 20,7% da variabilidade na estrutura das comunidades
bacterianas durante a estacdo das chuvas, enquanto na estagao seca os eixos 1 e 2

explicaram 81,7 e 18,3% da variabilidade.

2.3.6.1 Estacao das chuvas

Segundo a estrutura da comunidade bacteriana na PCA, as amostras sob
floresta se separam das de capoeira ao longo do eixo 1, enquanto as amostras de
pastagem séao intermediarias entre os dois usos da terra (Figura 18).

As amostras sob a cobertura florestal se relacionam a maiores valores de Al,
NOj3", taxas de mineralizagao e de nitrificagdo e das relagdes Cmic:Corg e Nmic:Norg. A
acidez potencial (H + Al) também foi maior na floresta nativa (Tabela 1), o que esta de
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acordo com o menor valor de pH nesses solos. Pode-se inferir que, possivelmente, a
comunidade de bactérias desses solos seja composta predominantemente por espécies
aciddfilas. Em estudo realizado por Kim et al., 2007 os autores afirmam que o grupo
Acidobacterium representou 50% da diversidade bacteriana amostrada em solos da

floresta Amazobnica, Estado de Rondb6nia.
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Figura 18 — Analise de componentes principais para amostras de solo coletadas nas
areas de floresta nativa, pastagem e capoeira durante a estagdo chuvosa
na Fazenda Nova Vida

O nitrato correspondeu a 76% da forma de absor¢do de N mineral pela floresta

(Figura 10). Em contraste, as baixas concentracbes de NO3™ na pastagem e na capoeira
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podem estar relacionadas a presencga de microssitios anaerdbios e a elevada atividade
respiratoria das raizes de gramineas (CARMO et al.,, 2005). As maiores taxas de
mineralizagdo e de nitrificagdo sugerem rapida ciclagem da matéria organica da
serapilheira. Dessa forma, a maior parte do N mineral é rapidamente nitrificada e a
imobilizagdo microbiana é normalmente baixa (NEILL et al., 2006). Os maiores valores
das relagdes Cmic:Corg e Nmic:Norg nos solos sob floresta indicam que a porg¢ao ativa
da matéria organica do solo, representada pela biomassa microbiana, € maior do que
nos solos sob a cobertura de gramineas.

De modo inverso, as amostras sob pastagem e capoeira apresentam maiores
teores de pH, soma de bases (representada pela soma dos cations Ca, Mg e K),
umidade, C e N totais, biomassa microbiana, N mineral total e NH;". As amostras sob
pastagem estdo mais dispostas na regido central do grafico, porém foram mais
influenciadas pelos fatores ambientais citados acima, aproximando-se com as amostras
da area de capoeira. A substituicdo da floresta por uma monocultura de gramineas
eleva o pH do solo e dos cations trocaveis devido a entrada de nutrientes via cinzas, e
reduz o nivel de acidez trocavel (P<0,05) (NEILL et al., 1997). As amostras sob
pastagem e capoeira apresentaram maior teor de umidade na estagdo chuvosa,
provavelmente ao efeito fisico que gramineas impéem ao solo. De um modo geral, os
solos sob gramineas retém mais agua, como consequéncia de aumentos na densidade
e reducgao da porosidade total do solo (CERRI et al., 2005).

A conversao da terra para pastagens aumenta os estoques de C e N totais, pela
elevada produgédo de biomassa vegetal e atividade rizosférica de gramineas do género
Brachiaria (CERRI et al., 2003; CERRI et al., 2004). Durante a época chuvosa, a
atividade radicular aumenta significativamente as populagcbes microbianas,
especialmente na regiao rizosférica (STEVENSON et al., 2004). A composigao vegetal
de pastagens, caracterizada por um substrato mais celuldsico e, portanto, faciimente
decomponivel, estimula o0 aumento do carbono microbiano nos solos sob esta cobertura
vegetal (OHTONEN et al., 1997). Dessa forma, a elevada umidade da regiao amazodnica
(Tabela 1) estimula o crescimento microbiano levando a maior imobilizacédo de
nutrientes (BIJAYALAXMI DEVI; YADAVA, 2006).
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Os estoques de N mineral foram maiores na capoeira, seguida pela pastagem.
Desse total, 98% foram na forma amoniacal. Alguns autores afirmam que gramineas, de
um modo geral, apresentam altas taxas de crescimento e sao eficientes na absorgao de
NH;" (NEILL et al., 1999; GARCIA-MONTIEL et al., 2001).

2.3.6.2 Estacao seca

Segundo a PCA, as comunidades bacterianas agruparam distintamente, de

acordo com cada tipo de uso da terra (Figura 19).

o L]
— CA5

FL3

-1.0

FL5
@

1.0 | | | 1.0

Figura 19 — Analise de componentes principais para amostras de solo coletadas nas
areas de floresta nativa, pastagem e capoeira durante a estacdo seca na
Fazenda Nova Vida
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Na estacdo seca, as amostras de floresta se relacionam positivamente aos
teores de Al, umidade, NOj3, taxa de nitrificacdo, Cmic e a relagdo Cmic:Corg.
Conforme observado também na estacdo chuvosa, a concentracdo de Al foi alta na
floresta, consequéncia do pH acido desses solos. A produgao de nitrato e a taxa de
nitrificacdo foram muito baixas na floresta, quando comparadas a estagdo chuvosa,
entretanto estes parametros puderam explicar a diferenciagao da floresta, em relacéo
aos demais sistemas de uso da terra. As areas de estudo sofreram reducao acentuada
de umidade entre os dois periodos de amostragem, porém na floresta a oscilagao foi
menor. O Cmic e a relagdo Cmic:Corg influenciaram indiretamente, mas representam,
como na estagdo chuvosa, a participagdo mais ativa dos microrganismos na ciclagem
da serapilheira superficial na floresta (DIAZ-RAVINA et al., 1995).

As amostras sob pastagem se relacionam a valores mais elevados de pH, SB, N
mineral total, NH,;*, C e N totais. Comparando-se as esta¢des chuvosa e seca, o pH ndo
decresceu na pastagem, assim como as concentragbes dos cations trocaveis,
representada por SB (Tabela 1). A quantidade de N mineral foi maior na pastagem,
representada predominantemente pelo aménio (Figura 11). Na Fazenda Nova Vida, os
maiores conteudos de C e N organico totais se mantém durante os periodos chuvoso e
seco (Tabela 2). A relagéo proxima do C ao NH,4" evidencia que a existéncia de um
suprimento adequado de C labil proveniente da matéria orgénica do solo ou dos
exsudatos de raizes, pode estimular a ciclagem microbiana do N e consequentemente,
maior produgédo de N em forma amoniacal (CARMO et al., 2005).

Na area de capoeira, a taxa de mineralizagao foi o parametro de influéncia mais
direta, enquanto o Nmic e a relagdo Nmic:Norg influenciaram indiretamente na estrutura
da comunidade bacteriana, conforme observado pelo tamanho do vetor.
Excepcionalmente, a taxa de mineralizacdo foi maior na capoeira durante o periodo
seco (Figura 13). Possivelmente a presenca de gramineas e de espécies lenhosas e
herbaceas nessa area (FEIGL et al., 2006) estimulou a mineralizagdo microbiana.
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2.3.7 Diversidade genética das bactérias oxidadoras de aménio

A amplificagdo de fragmentos rDNA 16S do grupo de bactérias AOB gerou um
fragmento de 465 pb (KOWALCHUK et al., 1997).

2.3.7.1 Estagao das chuvas
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Figura 20A — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de floresta
durante a estagdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em
cada ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
A. Dendrograma contendo os clones A12 — A8
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Figura 20B — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de floresta
durante a estagdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em
cada ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
B. Dendrograma contendo os clones B3 — E5
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Figura 21 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de pastagem
durante a estacdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada
ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicacdes.
A. Dendrograma contendo os clones B8 — G11
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Figura 21 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de pastagem
durante a estacdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada
ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
B. Dendrograma contendo os clones D10 — B12
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Figura 22 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de capoeira
durante a estagdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em
cada ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
A. Dendrograma contendo os clones F3 — G2
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Figura 22 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de capoeira
durante a estacdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em
cada ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicacoes.
B. Dendrograma contendo os clones C5 — G2

Foram detectadas sequéncias de betaproteobactérias ndo diretamente
relacionadas ao grupo AOB, pertencentes as ordens Burkholderiales (familias
Rhodocyclaceae, Burkholderiaceae, Oxalobacteraceae e Comamonadaceae) e
Neisserales (familia Neisseraceae) (dados n&do mostrados) nas trés areas de estudo e
em ambas as épocas de amostragem. Corroborando com os dados de Purkhold et al.
2000 e Nugroho et al. 2005, o conjunto de primers CTO apresentou uma baixa
especificidade na identificacdo da familia Nitrosomonadaceae.

Na regido de floresta nativa, a analise de distancia mostrou que os clones A12 —
F3 se agrupam com sequéncias da familia Rhodocyclaceae (Figura 20A), e os clones
B3 — E5 com Betaproteobacteria (Figura 20B). O solo sob pastagem continha um

conjunto de clones B8 - G11 associados as sequéncias de Nitrosospira sp. (bootstrap
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83%) (Figura 21A). Uma sequéncia de Dechloromonas sp. (familia Rhodocyclaceae)
agrupou com os clones B2 — D4 no segundo cluster da arvore filogenética (Figura 21B).
Os clones foram separados em clusters distintos, indicando que os conjuntos séo
filogeneticamente préximos as familias Nitrosomonadaceae e Rhodocyclaceae.

Na area de capoeira, os clones F3 — G2 (Figura 22A) se associaram a um ramo
de Nitrosospira sp. e a um cluster maior contendo as sequéncias de Nitrosospira sp.,
Nitrosospira multiformis, Nitrosospira briensis, Nitrosovibrio sp., Nitrosovibrio tenuis,
Nitrosolobus multiformis e uma sequéncia da familia Nitrosomonadaceae (amostra
ambiental). A presenca de varias espécies do género Nitrosospira e Nitrosovibrio
confirma a ubiquidade desses géneros em solos (WEBSTER et al., 2002; JORDAN et
al., 2005). O conjunto de clones C5 — G2 (Figura 22B) esteve mais proximo de
Rhodocyclaceae.

A taxa de nitrificacédo foi maior na floresta do que nos demais sistemas de uso da
terra (Figura 12). Em comparagdo com os valores obtidos por Nugroho et al., 2005 em
solo de floresta de Pinus sp. (30 ug N g™ solo seco semana™), os 2,14 ug N g solo
seco semana” da floresta foi baixo. Nugroho et al., 2007 observaram que o pH do solo
€ um fator de sele¢ao de bactérias nitritadoras. Sob pH muito acido (em torno de 3,9 ou
4.,0), as bactérias oxidadoras de aménio ndo s&o capazes de manter um pH intracelular
elevado. Consequentemente, a atividade da enzima monooxigenase n&o é suficiente
para manter a viabilidade dessas bactérias no solo. Neste estudo, ndo foram
encontradas bactérias do grupo AOB na floresta.

O aumento do pH decorrente da queimada da floresta e o teor de NH,;" elevado
propiciaram o surgimento de espécies do género Nitrosospira na pastagem (Figura
21A), e um aumento na diversidade de Nitrosospira, Nitrosovibrio e Nitrosolobus na
capoeira (Figura 22A), sendo que nesta area a concentragéo de NH,4" foi mais elevada
do que nas demais (Figura 10). Entretanto a taxa de nitrificacdo foi muito baixa na
pastagem e na capoeira, em relagédo a floresta nativa (Figura 12). Gramineas, como a
braquiaria e o capim-colonido, apresentam altas taxas de crescimento e sao eficientes
na absorgdo de NH4" (NEILL et al., 1999; GARCIA-MONTIEL et al., 2001). A presenca
de bactérias AOB na pastagem e na capoeira mostra que as baixas taxas de nitrificagdo
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estdo relacionadas a elevada demanda de N mineral pelas gramineas, o que resulta em

sua rapida absorcao pela planta e/ou imobilizagdo microbiana.

2.3.7.2 Estacao seca
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Figura 23 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de floresta durante
a estacdo seca - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia evolutiva
construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada ramo
indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagées. A. Dendrograma
contendo os clones F3 — B5
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Figura 23 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de floresta durante
a estacdo seca - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia evolutiva
construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada ramo
indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
B. Dendrograma contendo os clones G7 — E6
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Figura 24 — SeqUéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de pastagem
durante a estacdo seca - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada
ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
A. Dendrograma contendo os clones B9 — B1
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Figura 24 — SeqUéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de pastagem
durante a estacdo seca - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada
ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
B. Dendrograma contendo os clones BS — A3
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Figura 25 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de capoeira
durante a estacdo seca - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em
cada ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicacoes.
A. Dendrograma contendo os clones H6 — D3
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Figura 25 — Sequéncias de rDNA 16S de AOB, encontradas em solo de capoeira
durante a estacdo seca - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada
ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicagdes.
B. Dendrograma contendo os clones B11 — H3

De acordo com a Figura 23, os clones obtidos a partir do solo de floresta
agruparam em dois grupos ou clados distintos: Grupo A: os clones F3 — B5 agruparam
com amostras da familia Rhodocyclaceae, e o Grupo B: clones G7 — E6 agruparam com
sequéncias da familia Oxalobacteraceae. Conforme observado na estagdo chuvosa
(Figura 20), nao foram encontradas sequéncias préximas a familia Nitrosomonadaceae.

A distribuicao de bactérias AOB é condicionada principalmente pelo pH do solo.
Valores de pH ao redor de 4.0 inibem a atividade da enzima monooxigenase, conforme
discutido anteriormente (item 2.3.7.1). Entretanto, ha espécies do género Nitrosospira,

(denominadas urease-positiva), que sdo capazes de crescer em solos com pH ao redor
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de 4.0, na presenca de um suprimento adequado de uréia. Uma hipdtese € de que a
uréia é absorvida para o interior da célula bacteriana e hidrolizada para NH3 e CO..
Parte da amoénia produzida é utilizada como fonte de energia e oxidada a nitrito, o qual
€ posteriormente utilizado pelas NOB para produgdao de nitrato (POMMERENING-
ROSER; KOOPS, 2005). Em ambientes de floresta natural, as concentra¢des de uréia
sdo normalmente muito baixas (UM) (JIANG; BAKKEN, 1989). Possivelmente a
auséncia das AOB em solos da floresta Amazdnica seja limitada pelo efeito conjunto do
pH e da baixa concentracao de uréia no solo.

Além da nitrificagdo autotrofica feita pelas AOB, solos acidos podem também
suportar a atividade de nitrificadores heterotréficos. (PEDERSEN et al., 1999). Duggin
et al., 1991 encontraram igual porcentagem de nitrificacéo heterotrofica e autotréfica em
solos acidos de floresta de Pinus sp. Em contraste, Pedersen et al., 1999 obtiveram
predominancia da nitrificacdo heterotréfica em uma floresta de coniferas. Schimel et al.,
1984 observaram que o amoébnio nao foi o principal substrato para a nitrificacédo
autotrofica em solos acidos de floresta, mas compostos organicos ricos em nitrogénio,
indicando que a nitrificacdo heterotréfica foi predominante sobre a autotrofica. A
auséncia de bactérias nitritadoras na floresta sugere que a nitrificagdo heterotrofica
possa estar ocorrendo nesses solos.

No solo sob pastagem (Figura 24A), os clones A1 e A3 se agruparam as
amostras da familia Rhodocyclaceae (ndo identificadas). Sequéncias de
Betaproteobacteria se relacionam proximamente com as sequéncias dos clones,
enquanto as espécies da familia Nitrosomonadaceae (Figura 24B) encontradas foram:
Nitrosospira sp., Nitrosospira multiformis, Nitrosospira tenuis, Nitrosospira briensis,
Nitrosovibrio sp., Nitrosovibrio tenuis e Nitrosolobus multiformis. Durante a estagéo
seca, a pastagem produziu 6,7 ug N g™ solo seco de aménio (Figura 11), quantidade
significativamente maior do que nas demais areas. O elevado teor de NH;" aumentou a
diversidade de bactérias AOB, conforme observado também no solo de capoeira
durante a estagdo chuvosa (Figura 22).

Na area de capoeira apenas uma sequéncia de Nitrosospira sp. foi encontrada
associada aos clones H6 — D3 (Figura 25A) enquanto o segundo conjunto B11 — H3

esteve associado a uma sequéncia de Burkholderia cepacia (Figura 25B). Nesta area,
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os clones foram separados em duas familias: Nitrosomonadaceae e Burkholderiaceae.
Os resultados mostram que, em relacdo a estacdo chuvosa, ocorreu uma redugcdo na
diversidade das AOB no solo sob capoeira, devido possivelmente a menores
quantidades de NH4" produzidas no periodo seco (Figura 11).

Os resultados presentes permitem inferir que as baixas taxas de nitrificacédo
obtidas nas areas sob cobertura de gramineas podem estar relacionadas a fatores
quimicos do solo, que nao a diversidade das AOB. Outra explicacdo seria a imediata

imobilizacdo do NO3™ eventualmente formado.

2.3.8 Diversidade genética das bactérias oxidadoras de nitrito

Os dendrogramas foram construidos a partir de sequéncias rDNA 16S para o
grupo NOB, utilizando-se o algoritmo neighbor joining. N&do houve amplificagdo para as
amostras coletadas durante a estagao seca, possivelmente pelo numero insuficiente de
copias do produto de PCR, durante a reagao de amplificagdo (397 pb) (DEGRANGE;
BARDIN, 1995).

Foram encontradas varias sequéncias da familia Bradyrhizobiaceae (dados nao
mostrados). Analises de filogenia baseadas na regido ribossomal 16S mostram que o
clado de Nitrobacter é geneticamente relacionado as espécies Bradyrhizobium
Jjaponicum e Rhodopseudomonas palustris (HOVANEC et al., 1998).

Na floresta, foi encontrada apenas uma sequéncia préxima a espécie Nitrobacter
sp. (bootstrap 73%) (Figura 26). A despeito da maior taxa de nitrificacdo nesta area, a
presenga de uma unica espécie sugere que os fatores quimicos que influenciam a
diversidade das AOB, tais como pH acido, teor de N orgénico e/ou o mineral
(NUGROHO et al., 2005; NUGROHO et al., 2007) estariam limitando a diversidade das
NOB nos solos Amazénicos. Ainda assim, ha produgao de nitrato (Figuras 10 e 12), o
que indica a atividade de nitratadores na floresta.
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2.3.8.1 Estacao das chuvas
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Figura 26 — Sequéncias de rDNA 16S de NOB, encontradas em solo de floresta durante
a estacdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia evolutiva
construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em cada ramo
indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicacdes
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Figura 27 — Sequéncias de rDNA 16S de NOB, encontradas em solo de pastagem
durante a estacdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em
cada ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicacdes
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Figura 28 — Sequéncias de rDNA 16S de NOB, encontradas em solo de capoeira
durante a estacdo chuvosa - Fazenda Nova Vida. Arvore de distancia
evolutiva construida pelo algoritmo neighbor-joining. Os numeros em
cada ramo indicam o valor de Bootstrap referente a 500 replicacbes
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Na area de pastagem (Figura 27), houve um aumento na diversidade do género
Nitrobacter, onde foram encontradas as espécies: Nitrobacter sp., Nitrobacter
winogradsky, Nitrobacter alkalicus, Nitrobacter hamburgensis e Nitrobacter vulgaris
(bootstrap 76%). Houve uma redugao na diversidade das NOB na capoeira (Figura 28),
em relagcdo a pastagem, onde somente as espécies Nitrobacter sp. e Nitrobacter
hamburgensis foram encontradas.

A implantacdo de pastagens promove aumentos nos conteudos de N organico,
devido a atividade rizosférica de gramineas e a fixagao biolégica do N, atmosférico por
bactérias de vida livre (PICOLLO et al., 1996). Freitag et al. 2005 afirmam que solos
com maior teor de N organico favorecem o aumento da diversidade de oxidadores de
nitrito, especialmente dos géneros Nitrospira e Nitrobacter. Porém, o aumento na
diversidade do género Nitrobacter nos sistemas de pastagem e capoeira ndo resultou
em maiores taxas de nitrificacao.

Nao existem dados na literatura relatando a presenca e atividade das bactérias
relacionadas ao ciclo da nitrificagdo, em solos da Amazénia. Dessa forma, os resultados
desta pesquisa sao inéditos e representam uma primeira amostragem da diversidade
de bactérias nitrificadoras nesses solos, bem como ao longo de uma sequéncia floresta-

pastagem-capoeira.
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2.4 Consideragoes finais

Poucos trabalhos de pesquisa tém se ocupado em avaliar as relagdes benéficas
entre a diversidade microbiana, qualidade do solo e sustentabilidade do ecossistema. A
populacdo microbiana e suas respostas a fatores de estresse tém sido tradicionalmente
estudadas em nivel de processos, numero total de microrganismos, biomassa, taxas de
respiracdo e atividade enzimatica, porém com pouca atencdo para as respostas
relativas a estruturagado da comunidade.

Borneman e Tripplet (1997) apresentaram uma primeira descrigdo da diversidade
microbiana dos solos da Amazénia baseada em métodos moleculares, e revelaram as
primeiras evidéncias da profunda alteragdo da populacdo microbiana associada com o
desmatamento. Mais recentemente, Kim et al., 2007 realizaram uma analise descritiva
dos principais grupos de bactérias em solos da floresta nativa e em sitios
antropogénicos de terra preta. Os filos encontrados pelos autores nos solos da floresta
nativa foram: Proteobacteria, Actinobacteria, Planctomyces, Verrumicomicrobia e
Acidobacteria, este ultimo correspondendo a 50% da diversidade total. Portanto, o pH é
um fator de selegdo para as bactérias nitrificadoras nos solos da floresta tropical
Amazdnica.

A proposta de identificar os grupos de bactérias responsaveis pelas etapas da
nitritacdo (AOB) e nitratagcdo (NOB) do ciclo do N no ecossistema nativo e apds a
mudanca de uso da terra deste estudo, teve resultados inesperados. Nao foram
encontradas sequéncias de bactérias nitrificadoras nos solos da floresta, provavelmente
devido a acgéao limitante do pH sobre esse grupo. Entretanto, a nirificacdo ocorre nesses
solos, indicando que outros grupos bacterianos realizam a fungdo. Nos solos de
pastagem, ocorre o processo inverso: as bactérias nitrificadoras estdo presentes, mas
as taxas de nitrificagdo sdo baixas, o que sugere uma rapida imobilizagdo do NOs’
eventualmente formado. Os resultados ilustram a redundéancia de fungdes da microbiota
do solo, e enfatizam a importancia de se investigar a ecologia das bactérias
responsaveis pelo processo de nitrificagcado. Informagdes mais precisas permitirdo prever
o efeito das mudancgas do uso da terra sobre a ciclagem biogeoquimica do N, elemento
essencial para a produtividade florestal e agricola.
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3 CONCLUSOES

¢ A conversao da floresta nativa para pastagem favorece de um modo geral, o aumento
da biomassa microbiana e a diversidade geral de bactérias. Alteragdes significativas de
diversas propriedades quimicas do solo, principalmente a elevag¢ao do pH, e o aumento
dos teores de N total e mineral decorrentes da mudanca no uso da terra, parecem ser

as causas principais.

e Embora existam amplicons comuns aos trés sistemas de uso da terra, a estrutura da

comunidade Bacteria é distinta em cada uma delas.

¢ No solo sob floresta, apesar do N mineral ser encontrado nas formas de NH;" e NO3’
e a taxa de nitrificagdo ter sido quantificada, ndo foram encontrados os géneros de
bactérias AOB. Esta € uma evidéncia de que neste ecossistema a nitritacdo seja
realizada por bactérias heterotréficas.

e O aumento do pH associado ao maior teor de NH;" nos solos sob pastagem e
capoeira, determinaram o aumento de espécies de bactérias AOB (Nitrosospira,
Nitrosolobus e Nitrosovibrio) e NOB (Nitrobacter sp., Nitrobacter winogradsky,

Nitrobacter hamburgensis, Nitrobacter vulgaris e Nitrobacter alkalicus).

e A disponibilidade de NH;* e a maior diversidade de NOB nos solos sob pastagem e
capoeira indicam que o processo de nitratacdo ocorre. Entretanto o NO3™ formado é

imediatamente imobilizado, de modo que seu teor no solo € mantido préximo a zero.

¢ O padrao de diversidade de bactérias do processo da nitrificacdo nos solos da floresta
tropical Amazbnica nao esta diretamente relacionado a abundancia de espécies
vegetais. Fatores quimicos como o pH do solo e as concentragdes de N organico e
mineral sdo mais determinantes do que a cobertura vegetal. Os resultados ilustram a
redundancia de funcbes, como se supunha anteriormente, ocasionada pela

versatilidade e plasticidade metabdlica dos microrganismos.
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