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RESUMO

DELVAUX, Julio Cesar, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Setembro,
2012. Comunidade Microbiana e Nitrogénio Mineral no Solo sob
Florestas de Eucalipto em Funcdao do Fluxo de Carbono para a
Rizosfera. Orientador: Arnaldo Chaer Borges. Coorientadores: Julio César
Lima Neves e Mauricio Dutra Costa.

O eucalipto ocupa posigao de destaque no setor florestal brasileiro em
razao do rapido crescimento e adaptabilidade as diversas condicbes
edafoclimaticas e das caracteristicas tecnoldgicas da madeira. Entretanto, as
respostas da planta a adigdo de nitrogenados em florestas continuam
sucitando questionamentos. A estratégia de estudo considerando o balanco
energético do sistema solo-planta pela existéncia de um “nitrostato” que
controla as entradas e saidas do nitrogénio representa modelo a ser
validado para otimizar a produtividade com economia na fertilizagao
nitrogenada em florestas da regiao tropical. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo determinar a influéncia da interrupgdo do fluxo de
fotoassimilados da parte aérea para a rizosfera pelo anelamento de arvores
sobre a estrutura da comunidade microbiana do solo e nitrogénio mineral. O
estudo foi conduzido em duas fases de crescimento pés-plantio em florestas
de eucalipto na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil, areas sob
dominio do Bioma Mata Atlantica. Os maiores teores de carbono orgéanico
total do solo, 3,95 dag kg™ em floresta com 18 meses de desenvolvimento
pos-plantio e 3,62 dag kg’ na com 72 meses, ocorreram no periodo
chuvoso. Os teores de NH;* em torno de 27 mg kg™’ de solo seco, e os de

Xiv



NO3s em torno de 40 mg kg'1 de solo seco, foram maiores durante os
periodos umidos e correspondentes a aproximadamente duas vezes 0s
valores do periodo seco. Ja valores de respiracdo no solo foram maiores na
época seca. O indice de diversidade de Shanon (H) variou de 1,7 a 3,5
considerando os dominios, Bacteria, Archaea e Eukarya nas duas fases de
crescimento pos-plantio e mostrou que a fase de crescimento nao afetou a
diversidade microbiana. A avaliagdo dos perfis de eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE) revelou pelo método de agrupamento médio
entre grupos (UPGMA) a tendéncia de agrupamento dos perfis das amostras
coletadas na rizosfera, donde se inferiu a existéncia de capacidade da planta
de moldar a estrutura da comunidade microbina na rizosfera e rizoplano. A
variacao dos perfis de DGGE dentro de gradiente sazonal mostrou que o
aporte de fotoassimililados para a rizosfera e a umidade determinam a
estrutura da comunidade microbiana em solos sob florestas plantadas de

eucalipto.
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ABSTRACT

DELVAUX, Julio Cesar, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2012. Microbial communlty and mineral nitrogen in soils under a
Eucalyptus plantation In function of Carbon Flow in the Rhizosphere.
Adviser. Amaldo Chaer Borges. Co-Advisers; Julio. César Lima Neves and
Maurlcio Dutra Costa.

Eucalyptus are fast growing woody plants with the ability 1o adapt
when exposed to different edaphoclimatics conditions and with woody
technological characieristics that make them important players In the
brazilian forest sector. However, the plant responses to the nitrogen additions
continue raising questions. The strategy of study considering the soil-plant
enargetic balance by the existence of a nitrostat represenis a model o be
validated in order to optimize the productivity by saving in the nitrogen
fartilization in tropical forests. This work aimed to evaluate the effect of the
photoassimilates flow from aerial part of the plants by girdling the eucalyptus
trees in the soil microbial community structure and in the mineral nitregen,
The study was performed in two distinct growth stages of two post-planting
growth stage in Eucalyptus forests in the Vale do Rio Doce area, Minas
Gerals state, Brazil, dominated by Atlantic Forest biome. The highest total
arganic carbon content, 3.95 dag kg in forests with 18 manths of post-
planting development and 3.62 dag kg™ in those with 72 menths, were found
during the rainy season. The NH.' content around 27 mg kg™ in the dry soil,
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and the NOs' content arcund 40 mg kg™, were higher during the wet season
and about twice the amount found during the dry season. The Shanon (H)
diversity index ranged from 1.7 to 3.5 considering the Bacteria, Archaea and
Eukarya domains and showed no effect of growth stage in the microbial
diversity. Clustering analysis by the method of Unweighted Pair Group
Method with Arthmetic Mean (UPGMA) of the Denaturing Gradient Gel
Electrophoresls (DGGE) profiles revealed that samples from rhizosphere
groupad together, showing that plants have the ability to recruit a specific
microbial community in the rhizogphere and in the rhizoplane. Changes in the
DGGE profiles within @ seasonal gradient point ocut that the input of
photoassimilates to the rhizosphere and the molsture determine the microbial
community structure in soil under Eucalyptus forests.
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1 — INTRODUGAO

As florestas plantadas de Eucalyptus atuam como “dreno” do CO; em
funcao das altas taxas de crescimento das arvores e da elevada quantidade
de biomassa produzida. Ao mesmo tempo, sdo também a principal “fonte” de
compostos para a formagdo e manutencdo da matéria organica do solo,
essencial para manter os ciclos biogeoquimicos, a produtividade e a
sustentabilidade dos sistemas florestais. O papel dos micro-organismos nos
ciclos que impactam as mudancgas climaticas € reconhecido como relevante
(REID, 2011) e a determinacdo da diversidade microbiana e de sua atividade
- taxas, fluxos, destino dos gases faz-se necessaria para que 0s processos
em que participam possam ser inclusive incorporados nos denominados
modelos climaticos globais (GCMs) (SPRACKLEN et al., 2012; COMSTEDT
et al.,, 2010).

Estudos realizados em regides tropicais indicam que solos sob
florestas de eucalipto de rapido crescimento sao os principais componentes
do estoque de carbono no sistema solo-planta (GATTO et al., 2010). A
magnitude e a diregao das transformacgdes do nitrogénio e carbono organico
apos a implantacédo de florestas de eucalipto nos tropicos podem exercer o
denominado efeito “nitrostato” (JACKSON et al., 2008; HEDIN et al., 2009).
Observagdes sobre o ciclo do nitrogénio ao longo dos séculos indicam que

1



florestas tropicais acumulam e reciclam grandes quantidades de nitrogénio
quando comparadas a florestas temperadas (HEDIN et al., 2009). Segundo
esses autores a circulagdo do nitrogénio pelos compartimentos do sistema
solo-planta parece sofrer efetivo controle do componente planta, que age
como um nitrostato e regula, de forma dinamica, as concentragdes deste
elemento nos dois componentes. O modelo do nitrostato propde que as
entradas e saidas do nitrogénio nos ecossistemas estdo diretamente
relacionadas ao balango energético do sistema, de forma a evitar perdas
deste elemento. Os trabalhos ja desenvolvidos em ecossistemas tropicais
fortalecem a hipotese da existéncia do nitrostato (MENGE & HEDIN 2009) e
constituem questdes nao comprovadas em florestas de eucalipto no Brasil.

Os estudos dos efeitos da sazonalidade, idade da planta, estrutura e
atividade da comunidade microbiana sobre o nitrostato tornam-se
importantes para determinar o paradoxo do nitrogénio em florestas de
eucalipto (CAO et al., 2010).

O balango energético do sistema solo-planta pode ser alterado em
florestas plantadas com o uso da técnica de anelamento da arvore para
interromper o fluxo de fotoassimilados da parte aérea para a rizosfera. Essa
forma é a sugerida para o estudo do comportamento da comunidade
microbiana do solo sem perturbagdo desse ecossistema (HOGBERG &
READ, 2006). Estudos sobre a estrutura e a dindmica da comunidade
microbiana em florestas de eucalipto deverdo contribuir para elucidar a
hipétese do nitrostato em funcéo das variagdes sazonais e fases distintas de
crescimento da planta.

O fornecimento de nitrogénio as arvores de eucalipto relaciona-se
diretamente a contribuicdo de diazotroficos e da comunidade microbiana em
funcao do aporte de carbono ao sistema solo-planta.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a influéncia da
interrupgao do fluxo de fotoassimilados da parte aérea para as raizes e da
sazonalidade sobre a estrutura, atividade das comunidades microbianas e os
teores de nitrogénio mineral no solo sob florestas de eucalipto na regido do

Vale do Rio Doce, Minas Gerais.



2 — REVISAO DE LITERATURA

Os segmentos do setor florestal brasileiro empregam 5 % da
populagdo economicamente ativa e contribuem anualmente com mais de R$
50 bilhdes para o produto interno bruto (PIB) do Brasil (ABRAF, 2012).
Nesse setor, plantas do género Eucalyptus (Myrtaceae) ocupam posicao de
destaque em razédo do rapido crescimento e adaptabilidade as diversas
condi¢cbes edafoclimaticas e caracteristicas tecnoldgicas da madeira.

As florestas plantadas de eucalipto no Brasil estdo distribuidas, em
sua maioria, em areas dos estados do Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso do Sul, Para e
Espirito Santo. Atualmente, esta ocorrendo novo ciclo de expansao de
plantios no Maranhdo e Piaui para atender a demanda das industrias de
celulose e de “pellets” em processo de instalacdo nesses Estados. O
crescimento médio anual de areas com florestas plantadas no pais
correspondeu a 6,9% entre 2005-2009 (RIBASKI, 2008; ABRAF, 2012). Os
produtos industrializados oriundos dos segmentos do setor florestal colocam
0 pais entre 0os que ocupam posi¢cao de destaque no ranking dos maiores

produtores e exportadores mundiais (FAO, 2008).



O Eucalyptus inclui mais de 700 espécies, representadas em sua
maioria por arvores com alta taxa de crescimento, plasticidade e forma
retilinea do fuste (RIBASKI, 2008). No Brasil, as plantas do hibrido resultante
do cruzamento de E. grandis x E. urophyla sdo bem adaptadas as condi¢des
edafoclimaticas, apresentam crescimento uniforme, alta producdo de
celulose e, por isso, impulsionaram o crescimento das florestas plantadas a
partir da década de 1990 (LOPES, 2008).

As arvores de eucalipto em florestas aportam grandes quantidades de
carbono e nitrogénio ao solo na forma de residuos (folhas, galhos, raizes
mortas) e de exsudatos (FONTAINE et al., 2004; JACKSON et al., 2008;
YARWOOD et al., 2009). A presenca desses compostos na rizosfera integra
o complexo habitat composto por ampla diversidade de organismos que
interagem em diversos niveis (BAIS et al., 2006; BARRET, 2011).

A matéria organica acumulada no solo, juntamente com os exsudatos
radiculares, representam a principal fonte de energia para os micro-
organismos que promovem a ciclagem da matéria organica e, por isso
exercem papel chave nos ciclos do carbono e do nitrogénio (BUCKLEY &
SCHMIDT, 2002). Como a maior parte do carbono disponivel para os micro-
organismos do solo € derivada da fotossintese, os processos ou fatores que
a influenciam também afetam a alocacado de carbono para a parte aérea e
raizes, podendo controlar a disponibilidade de carbono no solo e,
consequentemente, a atividade e a composicdo da comunidade microbiana
(JACKSON et al., 2008). As principais vias de transporte do carbono fixado
pela fotossintese para o solo sao via floema, deposicdo do material vegetal e
a de decomposicao de raizes mortas (WARDLE, 1992; JACKSON et al.,
2008). A introducdo de fotoassimilados no solo via raizes representa
importante fonte de compostos de carbono prontamente assimilaveis para a
microbiota, sendo um dos principais fatores que determinam a presenca € a
atividade da comunidade microbiana na rizosfera (YARWOOQOD et al. 2009).

A quantidade e a qualidade dos compostos de carbono e do
nitrogénio disponiveis no solo controlam a dindmica das populagdes e
processos microbianos, incluindo a fixagdo biolégica, a nitrificacdo e a
desnitrificacdo. E sabido que fatores sazonais influenciam diretamente a
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transferéncia subterranea de carbono e nitrogénio realizada pelas arvores e
por processos microbianos (CANNELL & DEWAR, 1994). Especificamente,
afetam diretamente a fisiologia das arvores, principalmente a fotossintese e
a rizodeposigcao (KANDELER et al., 2006; HAASE et al., 2007; COMPANT et
al., 2010; RASCHE et al., 2011).

A determinacdo da composicado dos exsudatos radiculares em cultivos
de tremogo branco e milho, seguida da adigdo de exsudatos radiculares
artificiais, evidenciaram que a composicdo desses exsudatos afeta a
estrutura da comunidade microbiana do solo (MARSCHNER et al., 2002;
BAUDOIN et al., 2003).

O anelamento de arvores ao interromper o fluxo de fotoassimilados da
parte aérea para a zona radicular evita a perturbagdo fisica do solo
(HOGBERG et al., 2006). Entretanto, ndo existem relatos da utilizagdo do
anelamento para estudo da estrutura da comunidade microbiana em solos
de florestas plantadas com eucalipto no Brasil. Essa técnica é utilizada em
estudos de respiragdo do solo, com intuito de separar a respiragao
heterotréfica da autotréfica, bem como em estudos de modificagdes fisico-
quimicas do solo causadas pela exsudagéao radicular (BINKLEY et al., 2006;
DANNENMANN et al., 2009). A exsudacéo radicular é o principal motor da
respiracdo do solo e o anelamento representa uma poderosa ferramenta
para o entendimento da dindmica das comunidades microbianas do solo em
funcdo da alocagao de compostos de carbono para as raizes (CHEN et al.,
2010).

Os valores de respiragdo no solo sdo similares aos da fixacdo de
carbono pela fotossintese terrestre e superam os das emissdes antropicas.
Estima-se que mais da metade dessas emissdes seja fruto da respiragao de
raizes ou de micro-organismos da rizosfera, diretamente influenciada pela
fotossintese (HOGBERG & READ, 2006). A respiragdo no solo € um
indicador robusto da atividade de populagdes microbianas e de facil
reproducdo. Ela permite comparagbes entre diversos habitats e reflete
mudangas ocasionadas por distintos manejos e variagbes sazonais
(MACHULLA, 2003). Autores admitem que 25 % do CO;, emitido para a
atmosfera seja proveniente da respiragdo em solos sob florestas (RAICH &
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SCHLESINGER, 1992; RAICH & POTTER, 1995; VAN DER WERF et al.,
2009).

A formagédo de comunidades especificas associadas a rizosfera de
especies vegetais € determinada por complexas interagbes génicas. A
abordagem molecular a partir da década de 1970 tem contribuido para o
maior conhecimento dessas interagbes (RAINEY, 1999) e surgimento de
novas tecnologias (Figura 1).

Técnicas de fingerprinting sdo capazes de fornecer dados sobre a
diversidade genética de um ambiente especifico, bem como propiciar
comparagdes entre diferentes habitats. A Eletroforese em Gel Desnaturante
com Gradiente (DGGE) é talvez a mais usada entre as técnicas
denominadas de independentes de cultura. Baseia-se na separagcdo de
amplicons do mesmo tamanho, mas que diferem em seu perfil de
desnaturacdo em razao das diferencas em sua sequéncia de bases
(ERCOLINI, 2004).

Os estudos sobre a diversidade de micro-organismos do solo, sua
composicao e funcionamento, sdo complexos em razdo de sua
heterogeneidade fisica, quimica e biolégica e, também, das relagdes entre a
quantidade de espécies e a abundéncia de micro-organismos (DANIEL,
2005; LIMA, 2011). A diversidade microbiana pode ser conceituada em
termos ecoldgicos e moleculares como o numero e a distribuicdo de
sequéncias distintas presentes no DNA extraido diretamente da comunidade
microbiana de um determinado habitat (VAN ELSAS et al., 2004). A sua
quantificacdo com uso de indices, como o de Shannon (H), é de importancia
em analises de fenbmenos como sucessao, colonizagdo e resposta a
disturbios antrépicos ocorridos em determinado ambiente. Autores destacam
que sao poucos os estudos em que se avalia a estrutura da comunidade
microbiana do solo sob floresta de eucalipto (CAO et al., 2010).

A maior parte das plantas estudadas no planeta apresentam
simbioses bem sucedidas com grande variedade de micro-organismos
(BRUNDRETT, 2009), muitos deles colonizando a rizosfera (BENT, 2006;
LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009).
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Em areas sob florestas de eucalipto na regido do Vale do Rio Doce,
Minas Gerais, Brasil a DGGE com uso de primers grupo-especifico para
Firmicutes mostrou-se com maior sensibilidade para detectar diferencas
causadas pelo efeito do uso da terra, com aumento da diversidade em solos
sob eucalipto quando comparada com a de matas nativas. As diferengas
quanto ao uso e classe de solo sdo reveladas com maior sensibilidade com
com o uso de grupos de primers especificos para gama-Proteobacteria,
leveduras e fungos na DGGE (CAMPELO, 2008).

O estresse hidrico durante o periodo seco reduz o crescimento de
raizes e da parte aérea e altera a particdo de carbono na planta (COMPANT
et al., 2010).

Teores de aménio e nitrato em solos de areas cultivadas com
eucalipto no sudeste brasileiro apresentam valores substancialmente
elevados apos o corte das arvores, possivelmente em razao das condicdes
propicias a conservagao do nitrogénio. Ao mesmo tempo, tal acumulo néo se
mostra compativel com os dados de balangos de nitrogénio em florestas
comerciais de eucalipto, quando se considera as quantidades do nitrogénio
adicionadas em fertilizantes, sugerindo a existéncia de aporte desse
elemento de fontes ainda ndo determinadas (COSTA, 1995). Os plantios de
eucalipto sao realizados em areas de solos acidos e de baixa fertilidade que
requerem aporte significativo de nutrientes (BARROS et al., 2004).
Entretanto, o eucalipto apresenta baixa resposta a adubagdo nitrogenada,
possivelmente porque as diversas fontes naturais de nitrogénio sao
suficientes para atender a demanda das plantas (GAMA-RODRIGUES et al.,
2005). A mineralizagdo do nitrogénio organico ao longo do ciclo de
desenvolvimento do eucalipto pode representar a principal fonte de
nitrogénio para a cultura e, com o esgotamento da reserva de nitrogénio
organico potencialmente mineralizavel apds varios ciclos da cultura espera-
se respostas das plantas a adubacdo nitrogenada (SMETHURST et al.,
2003; PULITO, 2009).

A hipétese da existéncia de nitrostato em funcionamento nas florestas
de eucalipto em regido tropical, modulando o balango de nitrogénio e
carbono em fungdo da disponibilidade de energia no sistema solo-planta,
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motivou o presente estudo em florestas de eucalipto em duas fases de
crescimento pos-plantio, na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais,

Brasil.



3 — MATERIAL E METODOS
3.1 — Selegdo das Areas de Interesse

As areas experimentais foram demarcadas na regidao do Vale do Rio
Doce, Minas Gerais, Brasil, de propriedade da Celulose Nipo-Brasileira
(CENIBRA), cultivadas com Eucalyptus urograndis clone 386%, que
apresentam baixa resposta a adubagido nitrogenada, situados nos
municipios de Catas Altas (Area 1 — Projeto Catas Altas |) e Santa Barbara
(Area 2 — Projeto Serra do Pinho), Minas Gerais (Figura 2).

O talhdo amostrado na area 1 (Projeto Catas Altas |) esta no sétimo
ciclo de cultivo (implantagdo em dezembro de 1970), apresentando
produtividade média de 340 m® ha™' e o talhdo amostrado na area 2 (Projeto
Serra do Pinho) no terceiro ciclo de cultivo (implantagdo em dezembro de
1989), com produtividade média de 340 m*ha™ (Quadro 1).

Quadro 1: Caracteristicas das areas e dos povoamentos de eucalipto

estudadas
Altitude Ano do inicio  Produtividade
Projeto Lat. (w) Long. (s) (m) Solo do plantio do eucaIiPto
com eucalipto m>ha’
Catas Altas | 43° 24' 54" 19° 57' 32" 750 LAd1 1970 340
Serra do Pinho 43°24'28" 20° 4' 30" 740 LAwW2 1989 340

Fonte: Cenibra e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
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Nas duas regides predominam solos altamente intemperizados com
relevo movimentado, de ondulado a forte ondulado. A classe de solo mais
representativa € Latossolo Amarelo.

Os solos das areas 1 e 2 apresentam classe textural franco — argilo —
arenoso.

A vegetacdo natural dessas areas era de floresta estacional
semidecidual e foi substituida inicialmente pela cultura do café, seguida de
pastagens (LEITE, 2000). Posteriormente, areas de floresta nativa e
extensas areas de pastagens, a maioria delas degradadas, foram ocupadas
com a cultura do eucalipto (LEITE, 2001; MENEZES, 2005).

As duas areas apresentam tipo climatico Cwa (mesotérmico) pela
classificagdo de Kdppen, caracterizado por inverno seco e estagao chuvosa

no verao (Quadros 2 e 3).

Quadro 2: Caracteristicas climaticas das regides estudadas

Variavel

Temperatura maxima (°C) 26,4
Temperatura minima (°C) 16,9
Temperatura média (°C) 21,6
Umidade Relativa (%) 67,0
Vento (m/s) 2,3

Precipitagdo (mm) 122,9
Déficit hidrico (mm) 15,3
Exc. hidrico (mm) 49,9*

Fonte: Cenibra - Estacao Climatolégica do Gaspar. Médias dos ultimos 22 anos.
* Média do ano de 2012.

As parcelas experimentais foram delimitadas na porgcéo central dos
talhdes dos plantios indicados pela empresa em area correspondente a 90
m?, formando dois blocos contendo plantas com 18 meses de idade, bem
como outros dois blocos contendo plantas com 72 meses de idade. O
espagamento entre as arvores nas florestas das duas areas é de 3,33 x 3
metros e o calendario das amostragens estabelecido para o inicio do periodo

chuvoso (12/10/11), periodo chuvoso (16/12/11) e periodo seco (02/05/12).
12



Quadro 3: Historico de precipitacdo na area estudada

jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez

mm3

Ano

2011 2430 1234 3295 93,7 21,3 8,9 1,8 1,0 8,9 231,4 431 664,2
2012 3823 287 166,1 21,8 1386 16,5 0,0 5,3 36,8

Fonte: Cenibra - Estacao Climatolégica do Gaspar

A fertilizagdo de implantacdo na area 1 (Projeto Catas Altas |) foi feita
com 100 g pIanta'1 de NPK 6-30-6 (0,25% B, 1,0% Zn e 1,0% Cu) . A
primeira adubagdo de manutencgdo consistiu na aplicagado de 300 kg ha' de
NPK 6-10-29 (0,6% B, 0,5% Zn e 0,5% Cu) e a segunda na aplicagdo de 200
kg ha™ de NPK 6-10-29 (0,6% B, 0,5% Zn e 0,5% Cu). A calagem consistiu
na aplicacdo de 1500 kg ha™ de Calcario/Lama+Mg. Na area 2 (Projeto
Serra do Pinho) o plantio foi feito com 90 g planta™. Foram aplicados 400 kg
ha' de Fosfato Reativo; KCI + B (1,2 %) + Zn(1,0%) + Cu (0,5%) na
quantidade de 350 kg ha™; e 30 kg ha™' de Borogran, como adubagdo de
manutencdo. A calagem consistiu na aplicagdo de 2000 kg ha™ de

Calcario/Lama+Mg.

13



3.2 — Anelamento das Arvores

O anelamento das arvores de um dos dois blocos nos talhées das
parcelas experimentais delimitadas nas areas 1 (Projeto Catas Altas I) e 2
(Projeto Serra do Pinho) foi realizado por ocasido da primeira coleta, pela
remogao de 20 cm da casca ao redor do tronco, a 1,5 m acima do solo
(Figura 3). O bloco com arvores nao aneladas representou o tratamento
controle. O anelamento das arvores foi realizado para interromper o fluxo de
compostos de carbono para a rizosfera via floema (HOGBERG, 2006).

Ao longo do periodo experimental as arvores aneladas foram
monitoradas semanalmente para retirada de brotagdes, afim de evitar o fluxo

de fotoassimilados para as raizes.

Figura 3: Anelamento de arvore com 18 meses de crescimento pds-plantio na area
1 (Projeto Catas Altas ).
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3.3 — Coleta de Amostras de Solo

As amostras de 500 g de solo da camada de 0-10 cm foram coletadas
no entorno da arvore central de cada bloco, estabelecendo-se o raio médio
de coleta de maneira a interceptar a zona de crescimento de raizes finas,
proximas a superficie do solo. Blocos de solo contendo raizes finas em
crescimento foram também coletados e embalados para transporte em
caixas com gelo picado até o Laboratério de Ecologia Microbiana (LEM),
onde foram codificadas (Tabela 1) e conservadas a -20 °C. Apds o
descongelamento efetuado a temperatura ambiente, o solo rizosférico foi
removido das raizes finas com pincel esterilizado e recolhido em placas de

Petri esterilizada (Figura 4).

Figura 4: A - Bloco de solo embalado e identificado para transporte em caixa com
gelo moido para posterior remogao do solo rizosférico. B e C — Remog¢ao do solo
rizosférico em laboratério.
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Tabela 1: Identificacdo das amostras de solo armazenadas no LEM.
C1 — Coleta no inicio do periodo chuvoso (12/10/11); C2 — Coleta
periodo chuvoso (16/12/11); C3 — Coleta no periodo seco (02/05/12);
A1 — Arvores com 18 meses de crescimento pds-plantio; A2 — Arvores
com 72 meses de crescimento pds-plantio; NR — Solo néo rizosférico;
SR — Solo rizosférico; AN — Arvores aneladas; CR — Arvores nao

aneladas.
EPOCA AREA |TRATAMENTO soLo AMOSTRA | CODIGO
~ . LEM 500 -A1-NR-AN
NAO RIZOSFERICO 1Al
LEM 501 C1-A1-NR-AN
ANELADAS CEM 502
. -A1-SR-AN
- RIZOSFERICO C1-A1S
o E LEM 503 C1-A1-SR-AN
n
o . . LEM 504 | C1-A1-NR-CR
e << NAO RIZOSFERICO
5 LEM 505 |ci-A1-NR-CR
S CONTROLE LEM506 |c SR-C
. 1-A1-SR-CR
o RIZOSFERICO
8 LEM 507 C1-A1-SR-CR
I N . LEM 508 [c1-A2-NR-AN
w NAO RIZOSFERICO
LEM509 [c1-A2-NR-AN
8 ANELADAS LEM510 [c1-A2-sr-AN
. -A2-SR-
o ~ RIZOSFERICO
o < LEM511 [c1-A2-sr-AN
=
= o . . LEM 512 | C1-A2-NR-CR
<< NAO RIZOSFERICO
LEM513 [c1-A2-NR-CR
CONTROLE =V
RIZOSFERICO C1-A2SRCR
LEM515 [ c1-A2-SR-CR
. LEM516 |c2-A1-SR-
RIZOSFERICO C2-AL-SR-AN
LEM517 [c2-A1-srR-AN
ANELADAS TV o~
~ . 2-A1-NR-
- NAO RIZOSFERICO S
5 LEM519 |C2-A1-NR-AN
o . LEM 520 | c2-A1-SR-CR
o <t RIZOSFERICO
D LEM521 | C2-A1-SR-CR
o CONTROLE eV 522 -
~ . 2-A1-NR-
5 NAO RIZOSFERICO S <
6 LEM 523 C2-A1-NR-CR
o . LEM 524 2-A2-SR-AN
a RIZOSFERICO S >
o LEM525 | C2-A2-SR-AN
o ANELADAS CEM 526 "
- . C2-A2-NR-A
o o~ NAO RIZOSFERICO
5 LEM 527 |c2-A2-NR-AN
o . LEM 528 -A2-SR-CR
< RIZOSFERICO C2-A2
LEM 529 C2-A2-SR-CR
CONTROLE CEM 530 =
~ . 2-A2-NR-
NAO RIZOSFERICO <
LEM 531 C2-A2-NR-CR
. LEM 532 -A1-SR-AN
RIZOSFERICO A
LEM 533 | Cc3-A1-SR-AN
ANELADAS CEvi 534
- . -A1-NR-AN
- NAO RIZOSFERICO A
E LEM 535 |C3-A1-NR-AN
o . LEM 536 -A1-SR-CR
<t RIZOSFERICO =
o LEM 537 C3-A1-SR-CR
O CONTROLE LEM 538 | c3-A1-NR-CR
) NAO RIZOSFERICO ALNR-
o LEM 539 C3-A1-NR-CR
[m]
. LEM540 [c3-A2-sr-AN
£ RIZOSFERICO
& LEM541 [c3-A2-srR-AN
a ANELADAS CEV 542
~ . C3-A2-NR-AN
~ NAO RIZOSFERICO
< LEM 543 [c3-A2-NR-AN
o . LEM 544 | c3-A2-SR-CR
< RIZOSFERICO
LEM 545 [ c3-A2-SR-CR
CONTROLE CEM526 oo
- . C3-A2-NR-CR
NAO RIZOSFERICO
LEM547 |[c3-A2-NR-CR
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3.4 —Analises dos Teores de Nutrientes nas Amostras de Solo

3.4.1 — Analises de Rotina

As analises dos teores de nutrientes realizadas para avaliagdo da
fertilidade de solo em cada uma das trés épocas de coleta foram realizadas
por meétodos padrdo do Laboratério de Analise Quimica de Solo do
Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa, utilizando-se
das amostras compostas coletadas da camada 0-10 cm do solo nos blocos
estabelecidos . Nessas amostras, procedeu-se as analises: pH em agua e
em KCI; Ca?*, Mg®* e AP** trocaveis extraidos com KCI 1 mol L™; K, P, Zn,
Cu, Fe e Mn disponiveis, pelo Mehlich-1; B, extraido com agua quente; H +
Al, com NH4OAC 1 mol L™ a pH 7,0; e carbono organico por oxidagdo da
matéria organica pelo método de Walkley-Black (ALVAREZ et al., 1999).
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Tabela 2: Valores de indicadores quimicos no solo (camada de 0 a 10 cm)
sob florestas de eucalipto, areas 1 e 2, nos periodos seco e chuvoso.

Periodo Chuvoso

Periodo Seco

Area 1 Area 2 Area 1 Area 2
pHH20 5,54 4,94 5,61 5,45
pHke 4,18 4,07 4,38 4,27
Prem 26,00 17,40 26,90 20,30
P 7,70 3,10 13,60 2,50
K 95,00 39,00 135,00 58,00
Zn 2,92 1,47 1,44 0,76
Fe 157,90 87,30 139,40 76,00
Mn 13,70 9,80 16,90 12,20
Cu 2,02 0,39 0,75 0,20
B 0,30 0,24 0,33 0,40
S 14,70 20,20 13,40 13,90
Ca™ 0,70 0,70 0,92 0,69
Mg** 0,25 0,22 0,35 0,16
AP 0,60 0,90 0,40 0,70
SB 1,19 1,02 1,62 1,00
T 7,59 8,82 7,22 7,90
t 1,79 1,92 2,02 1,70
H + Al 6,40 7,80 5,60 6,90
\Y% 15,70 11,60 22,40 12,70
m 33,50 46,90 19,80 41,20
N 0,13 0,10 0,12 0,10
MO 3,95 3,62 2,90 2,63

pH em H,O e KCI: relagéo 1:2,5; P,em: mg/L; P, K, Zn, Fe, Mn, Cu, B, S: mg/dm3; Ca®,

Mg, A”**, SB, T, t, H + Al: cmol/dm®; V e M: %; MO e N: dag/Kg;
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3.4.2 — Amonio e Nitrato em Extrato do Solo

No momento da coleta das amostras em campo foram pesados
5,0 gramas de solo em frasco de borosilicato e adicionados 50 mL do
extrator KCI 1,0 mol L™". Os frascos foram agitados em plataforma orbital por
30 minutos e deixados em repouso por duas horas. O sobrenadante foi
fitrado em papel de filtro quantitativo e o extrato recolhido em tubos foi
colocado em caixa com gelo para transporte até o LEM, para as

determinacgdes dos teores de amodnio e nitrato (Figura 5).

Figura 5: Preparo em campo do extrato para determinagcédo dos teores de aménio e
nitrato no solo. A - Remog¢ao do solo rizosférico. B — Adicdo da solucao extratora (KClI
1,0 mol L'1). C — Agitacdo continua por 30 minutos. D — Filtragdo do extrato em papel
de filtro quantitativo.

Os teores de amobnio do solo foram determinados conforme
metodologia proposta por Kempers (Kempers & Zeweers, 1986). Para a
determinagcao do aménio foram transferidos 1mL de cada extrato para tubos

de borosilicato de 10 mL onde foram adicionados 4,0 mL do extrato do solo,
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0,9 mL da solugdo RT (16,5 g de salicilato de sddio, 0,01 g de nitroprussiato
de sodio, 1,5 mL de agua desionizada, 9,33 g citrato de sodio, 4,0 g de
NaOH) e 0,1 mL da solugdo a 2 % de hipoclorito de sédio. O tubo
permaneceu em repouso por 120 minutos, para desenvolvimento da cor
azul, e a leitura do valor de absorbéancia foi realizada utilizando-se o
comprimento de onda de 646 nm em espectrofotdmetro Beckman modelo
DU-640% (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA) para a comparagdo com
os valores da curva padrao. Os resultados foram expressos em mg de NOj”
kg™ de solo seco.

A determinacdo dos teores de NOj3; foi realizada conforme
metodologia proposta por Yang e colaboradores (YANG et al., 1998). Foram
transferidos 1mL de cada extrato para tubos de 20 mL onde foram
adicionados 0,5 mL da solugdao TRI (1,0 g de salicilato de sddio, 0,2 g de
NaCl, 0,1 g de sulfamato de amoénio dissolvidos em 100 mL de NaOH 0,01
mol L™, para secagem em estufa a 65 °C por aproximadamente 16 horas. A
seguir, foram adicionados 1,0 mL de H,SO4, 5,0 mL de agua desionizada e
5,0 mL de NaOH 10,0 mol L. A presenca de nitrato evidenciada pela
formacgao da cor amarela foi quantificada em espectrofotdmetro Milton Roy
Spectronic 20D (Milton Roy Co., Rochester, NY) pela leitura do valor de
absorbancia no comprimento de onda de 410 nm, para a comparagao com
os valores da curva padrdo. Os resultados foram expressos em mg kg™ de

NO3 de solo seco.
3.5 — Atividade Microbiana

As taxas de evolucdo de CO, foram avaliadas em respirdbmetro de
fluxo continuo CA 2A-Ul2 (Sable Systems, Las Vegas, NV, USA) no
Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente da
Universidade Federal de Vigosa, utilizando metodologia descrita por Alef e
colaboradores (ALEF et al., 1995). Em frascos de borosilicato de 250 mL
foram colocados 15 g de solo e a umidade corrigida para 60 % da

capacidade de campo. Os frascos abertos repousaram por trés dias a
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temperatura ambiente e, em seguida, foram conectados ao respirdbmetro

para as leituras sequenciais da evolu¢ao de CO, durante 96 horas.
3.6 — Analise da Diversidade Genética das Populagées Microbianas

O estudo da diversidade nas populacdes de arqueas, bactérias e
fungos nas amostras de solo foi realizado por Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante (DGGE) (MYERS et al., 1985), sendo as
amplificagdes realizadas em termociclador Bio-Rad C1000° (BIO-Rad -
Califérnia USA) utilizando reagentes da Promega® (PROMEGA, MADISON,
USA) e oligonucleotidios da Invitrogen™ (INVITROGEN, CARLSBAD, CA).

3.6.1 — Extracao do DNA Metagendomico

A extragcao do DNA das populagdes microbianas do solo foi realizada
utilizando-se do PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc.,
Carlsbad, CA, USA), com modificagdes. Assim, foram transferidos 25 mg de
cada amostra de solo para tubo Eppendorf de 2,0 mL e adicionados 0,6 mg
de lisozima (Sigma Aldrich St. Louis, MO) e 24 unidades de mutanolisina
(Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA), seguindo-se a incubagdo em banho-
maria a 55 °C por 30 minutos, com repetidas inversdes cuidadosas a cada 5
minutos. Apds o resfriamento natural, a amostra foi processada com o uso
do kit, PowerSoil® DNA Isolation Kit, conforme recomendacao do fabricante.

A quantificagdo do DNA extraido foi realizada em fotémetro,
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc).

3.6.2 — Analise da Diversidade de Archaea

As regides do rDNA 16S correspondentes a V3-V5 (Figura 6) foram
amplificadas com uso dos primers Arch344fGC
(ACGGGGCGCAGCAGGCGCGA) (RASKIN et al, 1994) e 927r
(CCCGCCAATTCCTTTAAGTTTC) (JURGES et al., 1997), com um grampo
GC (CGCCCGCCGLCGBLLLrGLarreeaTeeeasreasceeceacecece)
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(MYERS et al., 1985) adicionado a extremidade 5" do forward. As regides V3
dos rDNAs 16S de Archaea foram amplificadas utilizando-se o primer
Arch344GC e o primer universal 517r (ATTACCGCGGCTGCTGG) (LANE et
al., 1985).

B 500 bp -
200 bp
Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9
> < <
ARCH344  517R 927R

Figura 6: Posicdes de anelamento dos primers no rDNA 16S de Archaea. As regides
hipervariaveis (V) estéo realgadas em cinza.

A primeira PCR foi realizada em eppendorf de 0,2 mL contendo 5 pL
do tampdo GoTaq Flex® Reaction Buffer, 200 pM de dNTPs, 0,75 U de
GoTaq Flex DNA polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio, 670 ng de
BSA, 0,16 pM do primer Arch344GC, 0,16 pM do primer 927r,
aproximadamente 30 ng de DNA total e agua desionizada Milli-Q
esterilizada, para completar 25 pL. A segunda PCR foi realizada com uso de
1,0 yL da primeira como molde e substituicido do primer 927r pelo 517r.

As amplificagbes foram realizadas por meio de fouchdown sob as
seguintes condi¢des: temperatura inicial de desnaturagéo a 94 °C por cinco
minutos, 10 ciclos de 94 °C por 30 segundos, temperatura de 61 °C por 30
segundos, com decréscimo de 0,5 °C a cada ciclo até atingir a temperatura
de 56 °C, e temperatura de 72 °C por 30 segundos. Apdés os 10 ciclos
iniciais, foram realizados 30 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30
segundos e 72 °C por um minuto. Por ultimo, uma etapa de 72 °C por sete
minutos para a extensao final.

A separacdo dos diferentes amplicons em DGGE foi feita pela
aplicagédo de 20 pyL dos produtos da segunda PCR em gel vertical de
poliacrilamida em tampao TAE (Tris base 40 mM; acido acético glacial 20
mM; Na,.EDTA.2H,O 10 mM, pH 8,0), sendo de 40 % a 55 % o gradiente
ureia/formamida. A eletroforese foi conduzida em temperatura de 60 °C e
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voltagem constante de 60V durante 20 horas, sendo o gel corado com
SYBR® Gold (INVITROGEN, CARLSBAD, CA). A eletroforese foi realizada
em equipamento DCode™ Universal Mutation Detection System (BIO-RAD —
CALIFORNIA USA), seguindo as recomendacdes do fabricante.

A comparagao dos perfis de bandas dos géis da DGGE foi realizada
utilizando o programa Bionumerics® versdo 6.6 (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium). A variavel Riqueza de Archaea foi estimada pelo programa com
base em matriz binaria, na qual a presencga da banda correspondente a cada
unidade taxondmica operacional (UTO) foi codificada como um (1) e
auséncia como zero (0). A estrutura da comunidade microbiana foi avaliada
com base no coeficiente de Dice de similaridade e no método de
agrupamento médio entre grupos (UPGMA). As analises de riqueza e
diversidade foram realizadas utilizando o software PAST (HAMMER et al.,
2001).

3.6.3 — Analise da Diversidade de Bacteria

As amplificagbes da regido rDNA 16S, correspondentes a V1-V9
(Figura 7), foram realizadas com a utilizagcdo dos primers universais F27
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e R1492 (TACCTTGTTACGACTT) (DENG
et al., 2007).

1500 bp

) 520 bp _
Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9
> > <
F27 U968GC 1492R

Figura 7: Posicbes de anelamento dos primers no rDNA 16S de Bacteria. As
regides hipervariaveis (V) estdo realgadas em cinza.

A primeira PCR foi realizada em volume final de 25 uL contendo: 5 pL
do tampao GoTaq Flex® Reaction Buffer , 200 pM de dNTPs, 2,0 U de
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GoTaq Flex DNA polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio (670 ng de
BSA, 0,16 yM de cada primer, aproximadamente 30 ng de DNA total e agua
desionizada (Milli-Q) esterilizada.

As amplificacbes foram realizadas nas seguintes condigbes:
desnaturacao inicial a 94 °C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 1 minuto,
extensdo por 1 minuto e 30 segundos a 72 °C e extensédo final durante 7
minutos a 72 °C.

As regides do rDNA 16S correspondentes a V6-V9 foram amplificadas
utilizando 1,0 pyL da primeira PCR como molde, e substituicdo do primer F27
pelo U968 (AACGCGAAGAACCTTAC) (FAVIER et al., 2002) com grampo
GC (MYERS et al., 1985) adicionado a extremidade 5" do forward (Figura 9).
A reacéo foi realizada em volume final de 25 yL contendo 5,0 uL do tampao
GoTaq Flex® Reaction Buffer, 200 uM de dNTPs, 2,0 U de GoTaq Flex DNA
polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio, 670 ng de BSA, 0,5 pL de
formamida, 0,16 uM de cada primer e &agua desionizada (Milli-Q) e
esterilizada.

A separacao dos diferentes amplicons em DGGE foi realizada pela
aplicagéo de 20 pL dos produtos de PCR em gel vertical de poliacrilamida
sendo de 40 % a 55 % o gradiente ureia/formamida. A eletroforese foi
conduzida em temperatura de 60 °C e voltagem constante de 60V durante
20 horas, sendo o gel corado com SYBR® Gold (INVITROGEN, CARLSBAD,
CA).

As analises de agrupamento das impressdes digitais genotipicas da
comunidade de Bacteria foram realizadas com o programa Bionumerics®. Os
dendrogramas foram construidos com base no coeficiente binario de Dice
utilizado no calculo da matriz de similaridade, sendo a analise de
agrupamento pelo método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
(UPGMA) e os valores de riqueza e diversidade calculados através da matriz
de presencga e auséncia com uso do PAST®.
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3.6.4 — Analise da Diversidade de Fungos

Para amplificar as regiées V1-V9 do rDNA 18S (Figura 8) de fungos
foram utilizados os primers NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC) (MAY et al.,
2001) e EF3 (TCCTCTAAATGACCA AGTTTG) (OROS-SICHLER et al.,
2006). As regides V7-V8 foram amplificadas com uso dos primers FF390
(CGATAACGAACGAGACCT) (VAINIO & HANTULA, 2000) e FR1GC
(CCCCCGCCGLCGLGLGGLCGGGLCGGGGCGGGGGCACGGGCCGAICCAT
TCAATCGGTAIT) (VAINIO & HANTULA, 2000).

1800 bp

[ ¥

Y

350 bp

r
A

Vi V2 V3 V4 V5 Vi V8 V9
> > < <
NS FF390 FR1 EF3

Figura 8: Posicbes de anelamento dos primers no rDNA 18S. As regides
hipervariaveis (V) estédo realgcadas em cinza. Adaptado de Hoshino e Morimoto, 2010.

A primeira PCR foi realizada em volume final de 25 uL, contendo 5 uL
do tamp&o GoTaq Flex® Reaction Buffer, 200 uM de dNTPs, 2,0 U de GoTaq
Flex DNA polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio, 0,16 uyM do primer
NS1, 0,16 uM do primer EF3, aproximadamente 30 ng de DNA total e agua
desionizada (Milli-Q) e esterilizada.

As amplificagbes foram realizadas sob as seguintes condigdes:
desnaturacao inicial a 94 °C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 47 °C por 1 minuto,
extensdo por 2 minutos a 72 °C e extensao final durante 10 minutos a 72 °C.

A segunda PCR foi realizada com 1,0 yL da primeira como molde, e
substituicdo do primers NS1 e EF3 pelo par FF390/FR1GC sob as seguintes
condigdes: desnaturagao inicial a 94 °C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos
de desnaturacao a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 50 °C por 1 minuto,

extensao por 1 minuto a 72 °C e extenséo final durante 10 minutos a 72 °C.
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A separacgéao dos diferentes amplicons foi realizada por DGGE sendo
35 % a 55 % o gradiente ureia/formamida. A eletroforese foi conduzida em
temperatura de 60 °C, voltagem constante de 60V durante 20 horas, sendo o
gel corado com SYBR® Gold (INVITROGEN, CARLSBAD, CA).

As analises de agrupamento das impressdes digitais genotipicas da
comunidade de fungos foram realizadas com o programa Bionumerics®. Os
dendrogramas foram construidos com base no coeficiente binario de Dice
utilizado no calculo da matriz de similaridade, sendo a analise de
agrupamento pelo UPGMA e os valores de riqueza e diversidade calculados

por meio da matriz de presenca e auséncia com uso do PAST®.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Amonio e Nitrato em Extrato do Solo

Os teores de aménio (NH;") foram maiores (p<0,05) nos periodos
Umidos quando comparados ao seco, em torno de 27 mg Kg™' de solo seco
na area 1, com plantas mais jovens (Tabela 3), e 18 mg Kg™' de solo seco
na area 2, com plantas com 72 meses de crescimento pds-plantio (Tabela
4).

Na area 1, os teores de NH;" no solo rizosférico no entorno das
arvores aneladas durante o periodo umido e foram maiores (p<0,05) que
aqueles das nao aneladas (Tabela 3), enquanto na area 2 os teores
mantiveram-se constantes (Tabela 4).

As analises dos teores de nitrato (NO3) no solo revelaram aumento
da concentragcdo desse anion durante o periodo chuvoso nas duas areas
experimentais, em torno de 45 mg Kg'1 de solo seco os maiores teores e
correspondentes a aproximadamente cinco vezes os valores no periodo
seco (Tabelas 3 e 4).

Nos plantios com 18 meses de crescimento os teores de NO3™ no solo

rizosférico coletado no entorno das arvores aneladas foram maiores
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(p<0,05), que os das nao aneladas, enquanto nos plantios com 72 meses os

valores de NO3™ foram semelhantes (p<0,05) (Tabelas 3 e 4).

A analise dos teores de NO3; no solo n&o-rizosférico revelaram

tendéncia de maior concentragdo de NOs no entorno das arvores nao

aneladas nos plantios com 18 meses de crescimento, sendo que o oposto

ocorreu nos plantios com 72 meses de crescimento (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 — Médias dos teores de amoénio e nitrato em solo rizosférico e nao
rizosférico em floresta de eucalipto com 18 meses pdés - plantio
(Projeto Catas Altas |) na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil.

Médias dos Teores de Aménio’ e Nitrato? no Solo — Projeto Catas Altas I°

Tratamento Amostragem4

Solo Rizosférico

Solo Nao Rizosférico

NO;

N mineral®

+

NH4

NO3;

N mineral®

Inicio Chuvoso

Arvores
Aneladas
Chuvoso
Seco
Inicio Chuvoso
Arvores Nao
Chuvoso
Aneladas
Seco

23,24 c

27,24 a

7,65 h

14,79 g

20,55 e

717 h

24,50 b

43,18 a

7,28 f

6,53 f

14,11d

5,59 g

47,74

70,42

14,93

21,32

34,66

12,76

24,76 b

2447b

3,62

22,23d

17,47 f

3,85i

932e

21,32¢c

4,43 h

13,37 d

24,89 b

4,39 h

34,08

45,79

8,05

35,60

42,36

8,24

T Teores de NH," (Kempers & Zeweers, 1986). Médias dos teores de NH," seguidas pela

mesma letra n&o diferem pelo Teste Tukey a 5%.
Z Teores de NO7;, (YANG et al., 1998). Médias dos teores de NO’; seguidas pela mesma
letra ndo diferem pelo Teste Tukey a 5%.
¥ Arvores com 18 meses de crescimento.
¥ Amostragens: 12/10/12 (Inicio do Periodo Chuvoso); 16/12/12 (Periodo Chuvoso);

02/05/12 (Periodo Seco).

¥ Teores de Nitrogénio Mineral representam a soma dos teores de NH," e NO;.
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Tabela 4 — Médias dos teores de aménio e nitrato em solo rizosférico e néo
rizosférico em floresta de eucalipto com 72 meses pos — plantio (Projeto
Serra do Pinho) na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil.

Médias dos Teores de Aménio’ e Nitrato? no Solo — Projeto Serra do Pinho®

Solo Rizosférico Solo Nao Rizosférico
Tratamento Amostragem4
NH," NO3 N mineral® NH," NO3 N mineral®
-------- mg kg™ de solo seco - --——--—-mg kg™ de solo seco --------
. Inicio Chuvoso 18,27b 5,73 gh 24,00 12,73f 8,60e 21,33
Arvores
Aneladas Chuvoso  14,08d 3201b 46,09 1304e 1594c 2808
Seco 4,24 i 525i 9,49 4,04 j 500i 9,04
Inicio Chuvoso 0,99k 5,78 ¢ 6,77 1821b 6,38f 24,59
Arvores Nao
Chuvoso 1846a 36,76a 55,22 17,60c 10,12d 27,72
Aneladas
Seco 4,839 521i 10,04 4,48 h 5,50 ghi 9,98

T Teores de NH," (Kempers & Zeweers, 1986). Médias dos teores de NH,* seguidas pela
mesma letra n&o diferem pelo Teste Tukey a 5%.

Z Teores de NO7; (YANG et al., 1998). Médias dos teores de NO’; seguidas pela mesma

letra ndo diferem pelo Teste Tukey a 5%.

¥ Arvores com 72 meses de crescimento.

¥ Amostragens: 12/10/12 (Inicio do Periodo Chuvoso); 16/12/12 (Periodo Chuvoso);

02/05/12 (Periodo Seco).

¥ Teores de Nitrogénio Mineral representam a soma dos teores de NH," e NO.

4.2 — Atividade Microbiana

Os valores de respiracao no solo, quantificados em pmol de CO, por
hora, por grama de solo seco, foram maiores (p<0,05) durante o periodo
seco (Tabelas 5 e 6). Entretanto, os valores medidos nos solos da area 1
foram maiores que os da area 2. A respiragao no solo sob arvores aneladas

e ndo aneladas foram semelhantes (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5 — Médias dos valores de respiragdo em solo rizosférico e nao
rizosférico em floresta de eucalipto com 72 meses pdés — plantio (Projeto
Serra do Pinho) na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil.

Médias dos Valores de Respiragéo1 do Solo - Catas Altas I

Solo Rizosférico Solo Nao Rizosférico
Tratamento Amostragem3
--uMol de CO, Hr' g'1 de solo seco-- --uMol de CO, Hr! g'1 de solo seco--
Inicio Chuvoso 0,0231¢ 0,0263 f
Arvores Chuvoso 0,0322 ¢ 0,0189 h
Aneladas
Seco 0,0301d 0,0522 a
Inicio Chuvoso 0,0128 i 0,0111 i
Arvores a0 oy voso 0,0279 ef 0,0170 h
Aneladas
Seco 0,0437 b 0,0288 de

T\/alores de respiragdo do solo (ALEF et al.,, 1995). Médias dos valores de respiracéo
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo Teste Tukey a 5%.

Z Arvores com 18 meses de crescimento.

¥ Amostragens: 12/10/12 (Inicio do Periodo Chuvoso); 16/12/12 (Periodo Chuvoso);
02/05/12 (Periodo Seco)
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Tabela 6 — Médias dos valores de respiragdo em solo rizosférico e néo
rizosférico em floresta de eucalipto com 18 meses pdés — plantio (Projeto
Catas Altas I) na regiao do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil.

Médias dos Valores de Respira(;:io1 do Solo - Projeto Serra do Pinho?

5 Solo Rizosférico Solo Nao Rizosférico
Tratamento Amostragem
—pMol de CO, Hr" g™ de solo seco-- --uMol de CO, Hr" g™" de solo seco--
Inicio Chuvoso 0,0139 hi 0,0092 i
Arvores Chuvoso 0,0111 gh 0,0156 ef
Aneladas
Seco 0,0258 a 0,0206 d
Inicio Chuvoso 0,0160 e 0,0108 gh
Arvores Nao o uvoso 0,0125 hi 0,0122 gh
Aneladas
Seco 0,0235¢c 0,0291 b

TvValores de respiragdo do solo (ALEF et al., 1995). Médias dos valores de respiracdo
seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo Teste Tukey a 5%.

% Arvores com 18 meses de crescimento.
¥ Amostragens: 12/10/12 (Inicio do Periodo Chuvoso); 16/12/12 (Periodo Chuvoso);

02/05/12 (Periodo Seco)
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4.3 — Diversidade Genética

4.3.1 - Diversidade de Archaea do Solo

A analise do padrao de migracado dos fragmentos de DNA no gel de
DGGE mostrou distintas UTOs de arqueas nos solos analisados (Figuras 9).

A analise de componentes principais (PCA) revelou a formacéo de
grupos distintos entre as amostras coletadas nos periodos seco, inicio do
chuvoso e chuvoso (Figura 10). A PCA permitiu a distribuicdo dos perfis das
comunidades ao longo dos eixos de ordenagdo com base na presenga e
auséncia de bandas detectadas por DGGE. Os valores percentuais
associados a cada eixo da ordenacao (X,Y,Z) informam a explicabilidade
desses eixos ao longo das mudangas percebidas nas estruturas das
comunidades dentro do espago de ordenacgdo. O grafico gerado da PCA
explicou 63,7 % do comportamento das populagcdes de arqueas em funcao
dos periodos avaliados (Figura 10).

O anelamento das arvores provocou mudancas no perfil da
comunidade, observando-se tendéncia de agrupamento das amostras
coletadas no entorno das arvores aneladas (Figura 9). Pela analise dos
agrupamentos as populagdes presentes no solo rizosférico se distinguiram
daquelas do solo nao — rizosférico nas duas areas estudadas (Figura 9).

Os indices de riqueza (R) e diversidade genética de Shannon (H)
foram maiores nas amostras coletadas durante os periodos umidos, quando
comparado aos do periodo seco, ndao havendo variagao significativa nas

duas fases de crescimento das plantas (Figura 9).
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Figura 9: Perfis eletroforéticos em DGGE de fragmentos dos rDNAs 16S, indices de Riqueza de UTOs (R) e Diversidade
de Shannon (H) detectados com base na separagdo de amplicons de rDNA 16S (H) de comunidades de Archaea
presentes em solos de florestas plantadas de Eucalipto na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil. C1 — Coleta
no inicio do periodo chuvoso (12/10/11); C2 — Coleta periodo chuvoso (16/12/12); C3 — Coleta no periodo seco (02/05/12);
A1 — Arvores com 18 meses de crescimento; A2 —Arvores com 72 meses de crescimento; NR — Solo n&o rizosférico;
SR — Solo rizosférico: AN — Arvores Aneladas: CR — Arvores nao aneladas.
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4.3.2 — Diversidade de Bacteria do Solo

Os perfis eletroforéticos dos fragmentos do rDNA 16S, amplificados
com os primers universais do dominio Bacteria revelaram a presenca de
Unidades Taxonémicas Operacionais (UTOs) dominantes, correspondentes
as bandas de maior intensidade e de mesmo alinhamento entre todas as
raias dos dois géis. As UTOs menos abundantes sédo representadas pelas
bandas de baixa intensidade e mostraram ampla variagdo em fungao das
condi¢des climaticas e a fase de crescimento da planta (Figura 11).

O grafico gerado pela analise dos componentes principais (PCA)
explicou 61,8 % do comportamento das comunidades de bactérias no solo
durante os periodos estudados. Trés grupos distintos se formaram,
basicamente em funcéo da época de coleta (Figura 12).

O anelamento das arvores, ao interromper o fornecimento de
fotoassimilados, levou a mudancgas no perfil da comunidade, com tendéncia
de agrupamento das amostras coletadas no entorno das arvores aneladas e
ndo aneladas. Os clusters formados entre as amostras desses dois
tratamentos apresentam valores médios de similaridade maiores que 50 %
(Figura 11).

A analise de agrupamento dos perfis eletroforéticos revelou tendéncia
de agrupamento entre as amostras de solo coletadas na regiao rizosférica
quando comparadas as de solo n&o rizosférico (Figura 11).

Os indices de riqueza (R) e diversidade genética de Shannon (H)
foram maiores durante os periodos umidos, ndao havendo diferenga entre os

valores encontrados nas areas avaliadas (Figuras 11 e 15).
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Figura 11: Perfis eletroforéticos em DGGE de fragmentos dos rDNAs 16S, indices de Riqueza de UTOs (R) e Diversidade
de Shannon (H) detectados com base na separagao de amplicons de rDNA 16S (H) de comunidades de Bacteria presentes
em solos de florestas plantadas de Eucalipto na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil. C1 — Coleta no inicio
do periodo chuvoso (12/10/11); C2 — Coleta periodo chuvoso (16/12/11); C3 — Coleta no periodo seco (05/05/12); A1 —
Arvores com 18 meses de crescimento; A2 —Arvores com 72 meses de crescimento; NR — Solo n&o rizosférico; SR —
Solo rizosférico; AN — Arvores Aneladas; CR — Arvores ndo aneladas.
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4.3.3 — Diversidade de Fungos do Solo

A analise por DGGE dos fragmentos do rDNA 18S mostrou distintas
UTOs de fungos nos solos analisados. Nos géis, as bandas com
intensidades similares e intensas representam ribotipos abundantes nos dois
periodos, seco e chuvoso (Figura 13).

Ao analisar os agrupamentos hierarquicos definidos com base na
separagao de amplicons de rDNA 18S por DGGE, as estruturas das
comunidades nos periodos Uumidos ordenaram-se espacialmente distantes
daquelas presentes no solo durante o periodo seco, quando analisada por
PCA, sendo 43 % da variagédo explicada por essa analise (Figura 14).

A analise de UPGMA revelou que os padroes dos perfis referentes
aos periodos umido e seco compartiiham menos de 16 % de similaridade e
formam grupos distintos (Figura 25).

O anelamento das arvores provocou mudangas no perfil da
comunidade fungica (Figura 25), com tendéncia de agrupamento das
amostras coletadas no entorno das arvores aneladas, sendo maiores que 45
% os valores de similaridade. Houve uma tendéncia de agrupamento das
comunidades de solos coletados na regiéo rizosféricas de arvores aneladas
e nao aneladas em ambas as fases de crescimento da planta (Figura 13).

O calculo da variavel riqueza (Figura 13) revelou maiores valores de
UTOs durante os periodos umidos, quando comparados aos valores de
periodo seco. Também os indices de diversidade genética de Shannon (H)
foram maiores durantes os periodos umidos (Figuras 13 e 15) e, a0 mesmo
tempo, nas areas 1 e 2 os valores de riqueza e diversidade genética foram

similares (Figuras 13 e 15).

38



6€

IDENTIFICAGAO  METODO DE AGRUPAMENTO MEDIO

8

g8 8

T

ENTRE GRUPOS - UPGMA
3

oS bbb EEEEEEEEEEEE R EEEEEEEEEEEEE R EEREEEEEREREERR
Gy FEESEBEEZCEEIES PSP E RN eI 8PP EREEEREELED
Qe oo oo oo aooglggggtggggtgeggeggggesg
ST 2P ZI TSI STEILIIRSTESLRLISZTSZZSZEZLILSIILKISZEZZISZEYIEE

35-55%

GRADIENTE DESNATURANTE

~{_ ARVORES ANELADAS 7 RIQUEZA %5 1.7 DIVERSIDADE %'2
—{= ARVORES NAO ANELADAS

Figura 13: Perfis eletroforéticos em DGGE de fragmentos dos rDNAs 18S, indices de Riqueza de UTOs (R) e Diversidade
de Shannon (H) detectados com base na separagdo de amplicons de rDNA 16S (H) de comunidades de fungos presentes
em solos de florestas plantadas de Eucalipto na regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil C1 — Coleta no inicio do
periodo chuvoso (12/10/11); C2 — Coleta periodo chuvoso (16/12/11); C3 — Coleta no periodo seco (02/05/12); A1 —
Arvores com 18 meses de crescimento; A2 —Arvores com 72 meses de crescimento; NR — Solo nao rizosférico; SR —
Solo rizosférico: AN — Arvores Aneladas: CR — Arvores n&o aneladas.
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5. DISCUSSAO

Os valores dos teores de N-mineral (NH;* e NO3") encontrados no solo
sob florestas de eucalipto (Tabelas 3 e 4) expressam o resultado das
atividades de micro-organismos amonificadores e nitrificadores durante os
periodos seco e chuvoso. Ressalte-se que a umidade do solo nas florestas
de eucalipto estudadas é também uma condicao definidora da dinamica dos
estoques de compostos de carbono e nitrogénio quando da retirada da
cobertura vegetal, como a no sul da Amazénia brasileira (NEILL et al., 1997).

A reducédo dos teores de agua no solo durante a estagdo seca pode
ser o fator determinante do aumento na evolugdo de CO, nesse periodo nas
areas analisadas (Tabelas 5 e 6) em razdo do reestabelecimento e
reestruturacdo das comunidades de micro-organismos aerobios. Baixos
valores de respiragao tém sido relacionados ao alto teor de umidade do solo
durante o periodo chuvoso. (RAISON et al., 1986; KEITH et al., 1997;
DAVIDSON et al., 2008).

Estudos similares realizados em solos de florestas plantadas no
hemisfério norte relatam aumento da respiracdo basal durante o periodo
chuvoso (EPRON et al.,, 2009). Entretanto, o clima nessas regides é
marcado por uma estacao fria chuvosa e outra quente e seca, diferente do
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daquele do sudeste do Brasil caracterizado por uma estagado quente chuvosa
no verao, seguida por um periodo frio e seco.

A heterogeneidade entre os valores das replicatas biolégicas de uma
mesma area foram interpretados como fato da atividade microbiana no solo
depender nao sO6 de caracteristicas como sazonalidade, clone e
espagamento, mas também de caracteristicas qualitativas, tais como volume
de raizes finas, exsudatos e organismos da rizosfera. Resultados similares
foram observados em florestas tropicais na Guiana Francesa (BRECHET et
al., 2011).

Os valores similares de atividade microbiana encontrados entre as
parcelas aneladas e nido aneladas, contemplando solo rizosférico e nao
rizosférico, demonstram que mesmo com a efetividade do anelamento, as
reservas de carboidratos encontrados na raizes mantém a respiragao no
solo. Em florestas de eucalipto no Brasil, apds cinco meses de anelamento,
houve pouca reducdo da biomassa de raizes finas vivas (BINKLEY et al.,
2006).

A redugdo do numero de folhas da copa, e a menor espessura dos
troncos das arvores aneladas demonstram a efetividade da técnica.

Diante da expressao do setor florestal brasileiro e a importancia das
florestas plantadas na retencdo de CO, torna-se importante a realizagao de
novos estudos que elucidem o comportamento das populagbes microbianas
do solo nesses ecossistemas em fungao das variagcbes sazonais. Esses
estudos contribuirdo para a criacdo de modelos de dindmica de carbono em
ecossistemas florestais.

A pequena variagdo nos indices de diversidade das comunidades de
arqueas, bactérias e fungos encontrados nos solos em duas fases de
crescimento da planta indicam que o ciclo de crescimento de florestas de
eucalipto nao influencia negativamente a diversidade microbiana do solo.
Estudos da comunidade microbiana por PFLA (analise de perfil de acidos
graxos) em solos sob florestas de eucalipto na regiao subtropical da China
comprovaram que a diversidade € influenciada por fatores sazonais e pela
umidade do solo, sendo observada pouca variabilidade entre as fases de
crescimento da planta (CAO et al, 2010).
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A presenga de UTOs dominantes de arqueas, bactérias e fungos ao
longo do periodo avaliado, bem como a presenga de uma diversa gama de
UTOs caracteristicas de cada época indicam que a diversidade microbiana
nesse habitat mantém certa estabilidade ao longo do crescimento da planta.
Modelos desenvolvidos com base em dados ambientais mostram que o
aumento da complexidade leva a uma maior estabilidade em comunidades
diversas, onde a combinagdo de interagdes antagdnicas e mutualisticas
pode estabilizar a dindmica populacional (MOUGI & KONDOH, 2012).

A variagao dos perfis de DGGE dentro de um gradiente sazonal
(Figuras 9 a 15) para os trés dominios estudados mostram que a
sazonalidade ¢é o principal determinante da comunidade microbiana em solos
de florestas plantadas de eucalipto. Estudos similares relatam que a
sazonalidade €& o principal determinante da variacdo do perfil das
comunidades microbianas em solos florestais (BRANT et al., 2006; LI et al.,
2005; FENG et al., 2009; CHEN et al., 2010; LIU et al., 2010). Em florestas
de eucalipto de regides subtropicais a composicdo da comunidade
bacteriana do solo bem como o perfil de utilizagdo de substratos apresentam
respostas sazonais (LIU et al., 2010).

O maior numero de UTOs de bactérias e arqueas em relagéo a fungos
em todos os periodos avaliados (Figura 15) possivelmente é resultado do
sistema de uso da terra. Trabalhos similares mostram que maiores
concentragbes de Ca, Mg e K, proporcionam a elevagao do pH da solugéo
do solo, favorecendo o aumento da biomassa bacteriana em relacdo a
biomassa fungica (ARAO, 1999; KILLHAM, 1994; GRAYSTON &
PRESCOTT, 2005).

O menor efeito do anelamento sobre a estrutura da comunidade
microbiana quando comparado a periodo amostral, umido e seco, pode ser
explicado pela regeneragao de raizes finas, disponibilizagdo das reservas de
carboidratos para a regiao da rizosfera e pela decomposicdo das raizes
mortas apds o anelamento. Estudos relatam que arvores de eucalipto
aneladas ainda sdo capazes de produzir novas raizes bem como produzir
alguns exsudatos radiculares (BINKLEY et al. 2006; ZELLER et al. 2008;
CHEN et al. 2010; WU et al., 2011).
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A tendéncia de agrupamento das comunidades microbianas dos trés
dominios encontradas no solo no entorno da rizosfera (Figuras 9, 11 e 13) foi
assumida como a capacidade da planta de recrutar uma microbiota
especifica na rizosfera. As comunidades bacterianas podem ser altamente
planta-especificas, sendo essa modulacdo resultado de alteragdes na
composi¢cdo quimica dos exsudatos liberados pelas plantas (GERMIDA et
al., 1998; GRAYSTONS et al., 1998; KAISER et al., 2001; KOWALCHUK et
al.; 2002). Esse resultado fortalece a hipotese da existéncia do nitrostato em
florestas de eucalipto, onde a planta atua como principal modulador do
balanco de nitrogénio e carbono em fungdo da disponibilidade de energia no
sistema-planta.

Em florestas de Fagus sylvatica L. na Austria, o anelamento de
arvores evidenciou que a disponibilizagédo de compostos de carbono para o
solo e a sazonalidade s&o os principais determinantes da composicao
filogenética das comunidades de arqueas e bactérias (RASCHE et al, 2011).

Alteracbes da estrutura da comunidade fungica em solos de floresta
boreal apés quatro anos de anelamento das arvores foram atribuidas ao
corte do suprimento de fotoassimilados para o solo (YARWOOD et al.,
2009).

Evidéncias do controle exercido pelo sistema planta sobre a fixagao
biolégica de nitrogénio por micro-organismos de vida livre e a comprovagao
do efeito do balango energético sobre esse processo (REED et. al, 2011),
reforgcam a hipdtese de que a fixagao biolégica representa a principal entrada
de nitrogénio nos ecossistemas florestais. Pequenos aportes de nitrogénio a
fragdo organica do solo podem constituir um grande reservatério desse
nutriente, capaz de suprir a demanda da planta.

Os estudos sobre respostas a adubagéo nitrogenada e balango de
nitrogénio em florestas de eucalipto realizados no Brasil ttm como foco as
quantidades de nitrogénio na planta e no solo, nitrogénio total ou na forma
amoniacal ou nitrica, sem consideragdes mais detalhadas sobre a
comunidade microbiana, sua estrutura e dindmica temporal em resposta a

mudancgas das condi¢gdes ambientais no ecossistema.
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A compreensao da dinamica do nitrogénio no sistema solo-planta em
florestas de eucalipto sob enfoque do nitrostato, pode ser a chave para o
desenvolvimento de novos modelos de fertilizagdo nitrogenada dessas

florestas, de forma a otimizar o uso desse nutriente.

46



6. CONCLUSAO

O aporte de fotoassimillados para a rizosfera e a umidade
determinam as taxas de respiragdo, a dinamica do nitrogénio mineral e a
estrutura da comunidade microbiana em solos sob florestas de eucalipto na
regido do Vale do Rio Doce, Minas Gerais , Brasil, fato que concorre para
corroborar a hipotese da existéncia do nitrostato em funcionamento nesse
ecossistema. Inferiu-se a existéncia de capacidade da planta de moldar a
estrutura da comunidade microbina na rizosfera e rizoplano pelos indices
derivados da analise dos perfis da eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE).
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