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RESUMO 

 

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

O eucalipto ocupa posição de destaque no setor florestal brasileiro em 

razão do rápido crescimento e adaptabilidade às diversas condições 

edafoclimáticas e das características tecnológicas da madeira. Entretanto, as 

respostas da planta à adição de nitrogenados em florestas continuam 

sucitando questionamentos. A estratégia de estudo considerando o balanço 

energético do sistema solo-planta pela existência de um “nitrostato” que 

controla as entradas e saídas do nitrogênio representa modelo a ser 

validado para otimizar a produtividade com economia na fertilização 

nitrogenada em florestas da região tropical. Assim, o presente trabalho teve 

como objetivo determinar a influência da interrupção do fluxo de 

fotoassimilados da parte aérea para a rizosfera pelo anelamento de árvores 

sobre a estrutura da comunidade microbiana do solo e nitrogênio mineral. O 

estudo foi conduzido em duas fases de crescimento pós-plantio em florestas 

de eucalipto na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil, áreas sob 

domínio do Bioma Mata Atlântica. Os maiores teores de carbono orgânico 

total do solo, 3,95 dag kg-1 em floresta com 18 meses de desenvolvimento 

pós-plantio e 3,62 dag kg-1 na com 72 meses, ocorreram no período 

chuvoso. Os teores de NH4
+ em torno de 27 mg kg-1 de solo seco, e os de 



xv 

 

NO3
- em torno de 40 mg kg-1 de solo seco, foram maiores durante os 

períodos úmidos e correspondentes a aproximadamente duas vezes os 

valores do período seco. Já valores de respiração no solo foram maiores na 

época seca. O índice de diversidade de Shanon (H) variou de 1,7 a 3,5 

considerando os domínios, Bacteria, Archaea e Eukarya nas duas fases de 

crescimento pós-plantio e mostrou que a fase de crescimento não afetou a 

diversidade microbiana. A avaliação dos perfis de eletroforese em gel com 

gradiente desnaturante (DGGE) revelou pelo método de agrupamento médio 

entre grupos (UPGMA) a tendência de agrupamento dos perfís das amostras 

coletadas na rizosfera, donde se inferiu a existência de capacidade da planta 

de moldar a estrutura da comunidade microbina na rizosfera e rizoplano. A 

variação 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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1 – INTRODUÇÃO 

 

As florestas plantadas de Eucalyptus atuam como “dreno” do CO2 em 

função das altas taxas de crescimento das árvores e da elevada quantidade 

de biomassa produzida. Ao mesmo tempo, são também a principal “fonte” de 

compostos para a formação e manutenção da matéria orgânica do solo, 

essencial para manter os ciclos biogeoquímicos, a produtividade e a 

sustentabilidade dos sistemas florestais. O papel dos micro-organismos nos 

ciclos que impactam as mudanças climáticas é reconhecido como relevante 

(REID, 2011) e a determinação da diversidade microbiana e de sua atividade 

- taxas, fluxos, destino dos gases faz-se necessária para que os processos 

em que participam possam ser inclusive incorporados nos denominados 

modelos climáticos globais (GCMs) (SPRACKLEN et al., 2012; COMSTEDT 

et al., 2010).  

Estudos realizados em regiões tropicais indicam que solos sob 

florestas de eucalipto de rápido crescimento são os principais componentes 

do estoque de carbono no sistema solo-planta (GATTO et al., 2010). A 

magnitude e a direção das transformações do nitrogênio e carbono orgânico 

após a implantação de florestas de eucalipto nos trópicos podem exercer o 

denominado efeito “nitrostato” (JACKSON et al., 2008;  HEDIN et al., 2009). 

Observações sobre o ciclo do nitrogênio ao longo dos séculos indicam que 
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florestas tropicais acumulam e reciclam grandes quantidades de nitrogênio 

quando comparadas a florestas temperadas (HEDIN et al., 2009). Segundo 

esses autores a circulação do nitrogênio pelos compartimentos do sistema 

solo-planta parece sofrer efetivo controle do componente planta, que age 

como um nitrostato e regula, de forma dinâmica, as concentrações deste 

elemento nos dois componentes. O modelo do nitrostato propõe que as 

entradas e saídas do nitrogênio nos ecossistemas estão diretamente 

relacionadas ao balanço energético do sistema, de forma a evitar perdas 

deste elemento. Os trabalhos já desenvolvidos em ecossistemas tropicais 

fortalecem a hipótese da existência do nitrostato (MENGE & HEDIN 2009) e 

constituem questões não 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 nitrogênio em florestas de 

eucalipto (CAO et al., 2010). 

O balanço energético do sistema solo-planta pode ser alterado em 

florestas plantadas com o uso da técnica de anelamento da árvore 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 perturbação desse ecossistema (HÖGBERG & 

READ, 2006). Estudos sobre a estrutura e a dinâmica da comunidade 

microbiana em florestas de eucalipto deverão contribuir para elucidar a 

hipótese do nitrostato em função das variações sazonais e fases distintas de 

crescimento da planta.  

O fornecimento de nitrogênio às árvores de eucalipto relaciona-se 

diretamente à contribuição de diazotróficos e da comunidade microbiana em 

função do aporte de carbono ao sistema solo-planta. 

O presente trabalho teve como objetivo determinar a influência da 

interrupção do fluxo de fotoassimilados da parte aérea para as raízes e da 

sazonalidade sobre a estrutura, atividade das comunidades microbianas e os 

teores de nitrogênio mineral no solo sob florestas de eucalipto na região do 

Vale do Rio Doce, Minas Gerais.   
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2 – REVISÃO DE LITERATURA 

 

Os segmentos do setor florestal brasileiro empregam 5 % da 

população economicamente ativa e contribuem anualmente com mais de R$ 

50 bilhões para o produto interno bruto (PIB) do Brasil (ABRAF, 2012). 

Nesse setor, plantas do gênero Eucalyptus (Myrtaceae) ocupam posição de 

destaque em razão do rápido crescimento e adaptabilidade às diversas 

condições edafoclimáticas e características tecnológicas da madeira.  

As florestas plantadas de eucalipto no Brasil estão distribuídas, em 

sua maioria, em áreas dos estados do Paraná, Rio Grande do Sul, Santa 

Catarina, São Paulo, Minas Gerais, Bahia, Mato Grosso do Sul, Pará e 

Espírito Santo. Atualmente, está ocorrendo novo ciclo de expansão de 

plantios no Maranhão e Piauí para atender a demanda das indústrias de 

celulose e de “pellets” em processo de instalação nesses Estados. O 

crescimento médio anual de áreas com florestas plantadas no país 

correspondeu a 6,9% entre 2005-2009 (RIBASKI, 2008; ABRAF, 2012). Os 

produtos industrializados oriundos dos segmentos do setor florestal colocam 

o país entre os que ocupam posição de destaque no ranking dos maiores 

produtores e exportadores mundiais (FAO, 2008). 
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O Eucalyptus inclui mais de 700 espécies, representadas em sua 

maioria por árvores com alta taxa de crescimento, plasticidade e forma 

retilínea do fuste (RIBASKI, 2008). No Brasil, as plantas do híbrido resultante 

do cruzamento de E. grandis x E. urophyla são bem adaptadas às condições 

edafoclimáticas, apresentam crescimento uniforme,  alta produção de 

celulose e, por isso, impulsionaram  o crescimento das florestas plantadas a 

partir da década de 1990 (LOPES, 2008).  

As árvores de eucalipto em florestas aportam grandes quantidades de 

carbono e nitrogênio ao solo na forma de resíduos (folhas, galhos, raízes 

mortas) e de exsudatos (FONTAINE et al., 2004; JACKSON et al., 2008; 

YARWOOD et al., 2009). A presença desses compostos na rizosfera integra 

o complexo habitat composto por ampla diversidade de organismos que 

interagem em diversos níveis (BAIS et al., 2006; BARRET, 2011).  

A matéria orgânica acumulada no solo, juntamente com os exsudatos 

radiculares, representam a principal fonte de energia para os micro-

organismos que promovem a ciclagem da matéria orgânica e, por isso 

exercem papel chave nos ciclos do carbono e do nitrogênio (BUCKLEY & 

SCHMIDT, 2002). Como a maior parte do carbono disponível para os micro-

organismos do solo é derivada da fotossíntese, os processos ou fatores que 

a influenciam também afetam a alocação de carbono para a parte aérea e 

raízes, podendo controlar a disponibilidade de carbono no solo e, 

consequentemente, a atividade e a composição da comunidade microbiana 

(JACKSON et al., 2008). As principais vias de transporte do carbono fixado 

pela fotossíntese para o solo são via floema, deposição do material vegetal e 

a de decomposição de raízes mortas (WARDLE, 1992; JACKSON et al., 

2008). A introdução de fotoassimilados no solo via raízes representa 

importante fonte de compostos de carbono prontamente assimilaveis para a 

microbiota, sendo um dos principais fatores que determinam a presença e a 

atividade da comunidade microbiana na rizosfera (YARWOOD et al. 2009). 

A quantidade e a qualidade dos compostos de carbono e do 

nitrogênio disponíveis no solo controlam a dinâmica das populações e 

processos microbianos, incluindo a fixação biológica, a nitrificação e a 

desnitrificação. É sabido que fatores sazonais influenciam diretamente a 
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transferência subterrânea de carbono e nitrogênio realizada pelas árvores e 

por processos microbianos (CANNELL & DEWAR, 1994). Especificamente, 

afetam diretamente a fisiologia das árvores, principalmente a fotossíntese e 

a rizodeposição (KANDELER et al., 2006; HAASE et al., 2007; COMPANT et 

al., 2010; RASCHE et al., 2011). 

A determinação da composição dos exsudatos radiculares em cultivos 

de tremoço branco e milho, seguida da adição de exsudatos radiculares 

artificiais, evidenciaram que a composição desses exsudatos afeta a 

estrutura da comunidade microbiana do solo (MARSCHNER et al., 2002; 

BAUDOIN et al., 2003). 

O anelamento de árvores ao interromper o fluxo de fotoassimilados da 

parte aérea para a zona radicular evita a perturbação física do solo 

(HÖGBERG et al., 2006). Entretanto, não existem relatos da utilização 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 respiração do solo, com intuito de separar a respiração 

heterotrófica da autotrófica, bem como em estudos de modificações físico-

químicas do solo causadas pela exsudação radicular (BINKLEY et al., 2006; 

DANNENMANN et al., 2009). A exsudação radicular é o principal motor da 

respiração do solo e o anelamento representa uma poderosa ferramenta 

para o entendimento da dinâmica das comunidades microbianas do solo em 

função da alocação de compostos de carbono para as raízes (CHEN et al., 

2010).  

Os valores de respiração no solo são similares aos da fixação de 

carbono pela fotossíntese terrestre e superam os das emissões antrópicas. 

Estima-se que mais da metade dessas emissões seja fruto da respiração de 

raízes ou de micro-organismos da rizosfera, diretamente influenciada pela 

fotossíntese (HÖGBERG & READ, 2006). A respiração no solo é um 

indicador robusto da atividade de populações microbianas e de fácil 

reprodução.  Ela permite comparações entre diversos habitats e reflete 

mudanças ocasionadas por distintos manejos e variações sazonais 

(MACHULLA, 2003). Autores admitem que 25 % do CO2 emitido para a 

atmosfera seja proveniente da respiração em solos sob florestas (RAICH & 
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SCHLESINGER, 1992; RAICH & POTTER, 1995; VAN DER WERF et al., 

2009). 

A formação de comunidades específicas associadas à rizosfera de 

espécies vegetais é determinada por complexas interações gênicas.  A 

abordagem molecular a partir da década de 1970 tem contribuído para o 

maior conhecimento dessas interações (RAINEY, 1999) e surgimento de 

novas tecnologias (Figura 1). 

Técnicas de fingerprinting são capazes de fornecer dados sobre a 

diversidade genética de um ambiente específico, bem como propiciar 

comparações 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 separação de 

amplicons do mesmo tamanho, mas que diferem em seu perfil de 

desnaturação em razão das diferenças em sua sequência de bases 

(ERCOLINI, 2004).  

Os estudos sobre a diversidade de micro-organismos do solo, sua 

composição e funcionamento, são complexos em razão de sua 

heterogeneidade física, química e biológica e, também, das relações entre a 

quantidade de espécies e a abundância de micro-organismos (DANIEL, 

2005; LIMA, 2011). A diversidade microbiana pode ser conceituada em 

termos ecológicos e moleculares como o número e a distribuição de 

sequências distintas presentes no DNA extraído diretamente da comunidade 

microbiana de um determinado habitat (VAN ELSAS et al., 2004). A sua 

quantificação com uso de índices, como o de Shannon (H), é de importância 

em análises de fenômenos como sucessão, colonização e resposta a 

distúrbios antrópicos ocorridos em determinado ambiente. Autores destacam 

que são 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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Figura 1: Linha do tempo de abordagens moleculares da rizosfera. Adaptado de Barret et. al., 2011. 
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Em áreas sob florestas de eucalipto na região do Vale do Rio Doce, 

Minas Gerais, Brasil a DGGE com uso de primers grupo-específico para 

Firmicutes mostrou-se com maior sensibilidade para detectar diferenças 

causadas pelo efeito do uso da terra, com aumento da diversidade em solos 

sob eucalipto quando comparada com a de matas nativas. As diferenças 

quanto ao uso e classe de solo são reveladas com maior sensibilidade com 

com o uso de grupos de primers específicos para gama-Proteobacteria, 

leveduras e fungos na DGGE (CAMPELO, 2008).  

O estresse hídrico durante o período seco reduz o crescimento de 

raízes e da parte aérea e altera a partição de carbono na planta (COMPANT  

et al., 2010).  

Teores de amônio e nitrato em solos de áreas cultivadas com 

eucalipto no sudeste brasileiro apresentam valores substancialmente 

elevados após o corte das árvores, possivelmente em razão das condições 

propícias à conservação do nitrogênio. Ao mesmo tempo, tal acúmulo não se 

mostra compatível com os dados de balanços de nitrogênio em florestas 

comerciais de eucalipto, quando se considera as quantidades do nitrogênio 

adicionadas em fertilizantes, sugerindo a existência de aporte desse 

elemento de fontes ainda não determinadas (COSTA, 1995). Os plantios de 

eucalipto são realizados em áreas de solos ácidos e de baixa fertilidade que 

requerem aporte significativo de nutrientes (BARROS et al., 2004). 

Entretanto, o eucalipto apresenta baixa resposta à adubação nitrogenada, 

possivelmente porque as diversas fontes naturais de nitrogênio são 

suficientes para atender à demanda das plantas (GAMA-RODRIGUES et al., 

2005). A mineralização do nitrogênio orgânico ao longo do ciclo de 

desenvolvimento do eucalipto pode representar a principal fonte de 

nitrogênio para a cultura e, com o esgotamento da reserva de nitrogênio 

orgânico potencialmente mineralizável após vários ciclos da cultura espera-

se respostas das plantas à adubação nitrogenada (SMETHURST et al., 

2003; PULITO, 2009).  

A hipótese da existência de nitrostato em funcionamento nas florestas 

de eucalipto em região tropical, modulando o balanço de nitrogênio e 

carbono em função da disponibilidade de energia no sistema solo-planta, 
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motivou o presente estudo em florestas de eucalípto em duas fases de 

crescimento pós-plantio, na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, 

Brasil. 
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 – Seleção das Áreas de Interesse 

 

 As áreas experimentais foram demarcadas na região 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 à adubação nitrogenada, situados nos 

municípios de Catas Altas (Área 1 – Projeto Catas Altas I) e Santa Bárbara 

(Área 2 – Projeto Serra do Pinho), Minas Gerais (Figura 2). 

 O talhão amostrado na área 1 (Projeto Catas Altas I) está no sétimo 

ciclo de cultivo (implantação em dezembro de 1970), apresentando 

produtividade média de 340 m3 ha-1 e o talhão amostrado na área 2 (Projeto 

Serra do Pinho) no terceiro ciclo de cultivo (implantação em dezembro de 

1989), com produtividade média de 340 m3 ha-1 (Quadro 1). 

 

Quadro 1: Características das áreas e dos povoamentos de eucalipto 

estudadas 

Projeto Lat. (w) Long. (s) 
Altitude 

(m) 
Solo 

Ano do início 
do plantio 

com eucalipto 

Produtividade 
do eucalipto 

m3 ha-1  

Catas Altas I 43° 24ƍ 54Ǝ 19° 57ƍ 32Ǝ 750 LAd1 1970 340 

Serra do Pinho 43° 24ƍ 28Ǝ 20° 4ƍ 30Ǝ 740 LAw2 1989 340 

Fonte: Cenibra e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 



1
1 

 

 
 

          

                     

Figura 2: Localização das áreas experimentais. 
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Nas duas regiões predominam solos altamente intemperizados com 

relevo movimentado, de ondulado a forte ondulado. A classe de solo mais 

representativa é Latossolo Amarelo. 

Os solos das áreas 1 e 2 apresentam classe textural franco – argilo – 

arenoso. 

 A vegetação natural dessas áreas era de floresta estacional 

semidecidual e foi substituída inicialmente pela cultura do café, seguida de 

pastagens (LEITE, 2000). Posteriormente, áreas de floresta nativa e 

extensas áreas de pastagens, a maioria delas degradadas, foram ocupadas 

com a cultura do eucalipto (LEITE, 2001; MENEZES, 2005). 

 As duas áreas apresentam tipo climático Cwa (mesotérmico) pela 

classificação de Köppen, caracterizado por inverno seco e estação chuvosa 

no verão (Quadros 2 e 3). 

 

Quadro 2: Características climáticas das regiões estudadas 

Variável 
 

  

Temperatura máxima (°C) 26,4 

Temperatura mínima (°C) 16,9 

Temperatura média (°C) 21,6 

Umidade Relativa (%) 67,0 

Vento (m/s) 2,3 

Precipitação (mm) 122,9 

Déficit hídrico (mm) 15,3 

Exc. hídrico (mm) 49,9* 

Fonte: Cenibra - Estação Climatológica do Gaspar. Médias dos últimos 22 anos. 

* Média do ano de 2012. 

 

As parcelas experimentais foram delimitadas na porção central dos 

talhões dos plantios indicados pela empresa em área correspondente a 90 

m2, formando dois blocos contendo plantas com 18 meses de idade, bem 

como outros dois blocos contendo plantas com 72 meses de idade. O 

espaçamento entre as árvores nas florestas das duas áreas é de 3,33 x 3 

metros e o calendário das amostragens estabelecido para o início do período 

chuvoso (12/10/11), período chuvoso (16/12/11) e período seco (02/05/12). 
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Quadro 3: Histórico de precipitação na área estudada 

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

__________________________________mm3______________________________ 

2011 243,0 123,4 329,5 93,7 21,3 8,9 1,8 1,0 8,9 231,4 431 664,2 

2012 382,3 28,7 166,1 21,8 138,6 16,5 0,0 5,3 36,8 - - - 

Fonte: Cenibra - Estação Climatológica do Gaspar 

 

A fertilização de implantação na área 1 (Projeto Catas Altas I) foi feita 

com 100 g planta-1 de NPK 6-30-6 (0,25% B, 1,0% Zn e 1,0% Cu) . A 

primeira adubação de manutenção consistiu na aplicação de 300 kg ha-1 de 

NPK 6-10-29 (0,6% B, 0,5% Zn e 0,5% Cu) e a segunda na aplicação de 200 

kg ha-1 de NPK 6-10-29 (0,6% B, 0,5% Zn e 0,5% Cu). A calagem consistiu 

na aplicação de 1500 kg ha-1 de Calcário/Lama+Mg. Na área 2 (Projeto 

Serra do Pinho) o plantio foi feito com 90 g planta-1. Foram aplicados 400 kg 

ha-1 de Fosfato Reativo; KCl + B (1,2 %) + Zn(1,0%) + Cu (0,5%) na 

quantidade de 350 kg ha-1; e 30 kg ha-1 de Borogran, como adubação de 

manutenção. A calagem consistiu na aplicação de 2000 kg ha-1 de 

Calcário/Lama+Mg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

3.2 – Anelamento das Árvores 

 

O anelamento das árvores de um dos dois blocos nos talhões das 

parcelas experimentais delimitadas nas áreas 1 (Projeto Catas Altas I) e 2  

(Projeto Serra do Pinho) foi realizado por ocasião da primeira coleta, pela 

remoção de 20 cm da casca ao redor do tronco, a 1,5 m acima do solo 

(Figura 3). O bloco com árvores não aneladas representou o tratamento 

controle. O anelamento das árvores foi realizado para interromper o fluxo de 

compostos de carbono para a rizosfera via floema (HÖGBERG, 2006). 

Ao longo do período experimental as árvores aneladas foram 

monitoradas semanalmente para retirada de brotações, afim de evitar o fluxo 

de fotoassimilados para as raízes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Anelamento de árvore com 18 meses de crescimento pós-plantio na área 
1 (Projeto Catas Altas I). 
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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 árvore central de cada bloco, estabelecendo-se o raio médio 

de coleta de maneira a interceptar a zona de crescimento de raízes finas, 

próximas à superfície do solo. Blocos de solo contendo raízes finas em 

crescimento foram também coletados e embalados para transporte em 

caixas com gelo picado até o Laboratório de Ecologia Microbiana (LEM), 

onde foram codificadas (Tabela 1) e conservadas a -20 °C. Após o 

descongelamento efetuado à temperatura ambiente, o solo rizosférico foi 

removido das raízes 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 moído para posterior remoção do solo rizosférico. B e C – Remoção do solo 
rizosférico em laboratório. 
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Tabela 1: Identificação das amostras de solo armazenadas no LEM.  
C1 – Coleta no início do período chuvoso (12/10/11); C2 – Coleta 
período chuvoso (16/12/11); C3 – Coleta no período seco (02/05/12); 
A1 – Árvores com 18 meses de crescimento pós-plantio; A2 – Árvores 
com 72 meses de crescimento pós-plantio; NR – Solo não rizosférico; 
SR – Solo rizosférico; AN – Árvores aneladas; CR – Árvores não 
aneladas. 
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3.4 –Análises dos Teores de Nutrientes nas Amostras de Solo 

   

3.4.1 – Análises de Rotina  

As análises dos teores de nutrientes realizadas para avaliação da 

fertilidade de solo em cada uma das três épocas de coleta foram realizadas 

por métodos padrão do Laboratório de Análise Química de Solo do 

Departamento de Solos da Universidade Federal de Viçosa, utilizando-se 

das amostras compostas coletadas da camada 0-10 cm do solo nos blocos 

estabelecidos . Nessas amostras, procedeu-se às análises: pH em água e 

em KCl; Ca2+, Mg2+ e Al3+ trocáveis extraídos com KCl 1 mol L-1; K, P, Zn, 

Cu, Fe e Mn disponíveis, pelo Mehlich-1; B, extraído com água quente; H + 

Al, com NH4OAC 1 mol L-1 a pH 7,0; e carbono orgânico por oxidação da 

matéria orgânica pelo método de Walkley-Black (ALVAREZ et al., 1999). 
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 Período Chuvoso Período Seco 

 Área 1 Área 2 Área 1 Área 2 

pHH2O 5,54 4,94 5,61 5,45 

pHKCl 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 

Ca2+ 0,70 0,70 0,92 0,69 

Mg2+ 0,25 0,22 0,35 0,16 

Al3+ 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 

V 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 

 

 

 

 

 

Tabela 2: Valores de indicadores químicos no solo (camada de 0 a 10 cm) 
sob florestas de eucalipto, áreas 1 e 2, nos períodos seco e chuvoso. 
 

pH em H2O e KCl: relação 1:2,5; Prem: mg/L; P, K, Zn, Fe, Mn, Cu, B, S: mg/dm3; Ca2+, 
Mg2+, Al3+, SB, T, t, H + Al: cmolc/dm3; V e M: %; MO e N: dag/Kg; 
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3.4.2 – Amônio 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 KCl 1,0 mol L-1. Os frascos foram agitados em plataforma orbital por 

30 minutos e deixados em repouso por duas horas. O sobrenadante foi 

filtrado em papel de filtro quantitativo e o extrato recolhido em tubos foi 

colocado em caixa com gelo para transporte até o LEM, para as 

determinações dos teores de amônio e nitrato (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os teores de amônio do solo foram determinados conforme 

metodologia proposta por Kempers (Kempers & Zeweers, 1986). Para a 

determinação do amônio foram transferidos 1mL de cada extrato para tubos 

de borosilicato de 10 mL onde foram adicionados 4,0 mL do extrato do solo, 

Figura 5: Preparo em campo do extrato para determinação dos teores de amônio e 
nitrato no solo. A - Remoção do solo rizosférico. B – Adição da solução extratora (KCl 
1,0 mol L-1). C – Agitação contínua por 30 minutos. D – Filtração do extrato em papel 
de filtro quantitativo. 
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0,9 mL da solução RT (16,5 g de salicilato de sódio, 0,01 g de nitroprussiato 

de sódio, 1,5 mL de água desionizada, 9,33 g citrato de sódio, 4,0 g de 

NaOH) e 0,1 mL da solução a 2 % de hipoclorito de sódio. O tubo 

permaneceu em repouso por 120 minutos, para desenvolvimento da cor 

azul, e a leitura do valor de absorbância foi realizada utilizando-se o 

comprimento de onda de 646 nm em espectrofotômetro Beckman modelo 

DU-640® (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA) para a comparação com 

os valores da curva padrão. Os resultados foram expressos em mg de NO3
- 

kg-1 de solo seco. 

A determinação dos teores de NO3
- 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 solução TRI (1,0 g de salicilato de sódio, 0,2 g de 

NaCl, 0,1 g de sulfamato de amônio dissolvidos em 100 mL de NaOH 0,01 

mol L-1), para secagem em estufa a 65 °C por aproximadamente 16 horas. A 

seguir, foram adicionados 1,0 mL de H2SO4, 5,0 mL de água desionizada e 

5,0 mL de NaOH 10,0 mol L-1. A presença de nitrato evidenciada pela 

formação da cor amarela foi quantificada em espectrofotômetro Milton Roy 

Spectronic 20D (Milton Roy Co., Rochester, NY) pela leitura do valor de 

absorbância no comprimento de onda de 410 nm, para a comparação com 

os valores da curva padrão. Os resultados foram expressos em mg kg-1 de 

NO3
- de solo seco. 

 

3.5 – Atividade Microbiana 

 

 As taxas de evolução de CO2 foram avaliadas em respirômetro de 

fluxo contínuo CA 2A–UI2 (Sable Systems, Las Vegas, NV, USA) no 

Laboratório de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente da 

Universidade Federal de Viçosa, 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 três dias a 
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temperatura ambiente e, em seguida, foram conectados ao respirômetro 

para as leituras sequenciais da evolução de CO2 durante 96 horas. 

 

3.6 – Análise da Diversidade Genética das Populações Microbianas 

  

O estudo da diversidade nas populações 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 

amplificações realizadas em termociclador Bio-Rad C1000® (BIO-Rad – 

Califórnia USA) utilizando reagentes da Promega® (PROMEGA, MADISON, 

USA) e oligonucleotídios da InvitrogenTM (INVITROGEN, CARLSBAD, CA). 

 

 

3.6.1 – Extração do DNA Metagenômico 

 

 A extração do DNA das populações microbianas do solo foi realizada 

utilizando-se do PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc., 

Carlsbad, CA, USA), com modificações. 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 incubação  em banho-

maria a 55 °C por 30 minutos, com repetidas inversões cuidadosas a cada 5 

minutos. Após o resfriamento natural, a amostra foi processada com o uso 

do kit, PowerSoil® DNA Isolation Kit, conforme recomendação do fabricante. 

 A quantificação do DNA extraído foi realizada em fotômetro,  

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc).  

 

3.6.2 – Análise da Diversidade de Archaea 

  

As regiões 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 (CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCC) 
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(MYERS et al., 1985) adicionado à extremidade 5´ do forward. As regiões V3 
dos rDNAs 16S de Archaea foram amplificadas utilizando-se o primer 
Arch344GC e o primer universal 517r (ATTACCGCGGCTGCTGG) (LANE et 
al., 1985).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

A primeira PCR foi realizada em eppendorf de 0,2 mL contendo 5 µL 

do tampão GoTaq Flex® Reaction Buffer, 200 μM de dNTPs, 0,75 U de 

GoTaq Flex DNA polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio, 670 ng de 

BSA, 0,16 μM do primer Arch344GC, 0,16 μM do primer 927r, 

aproximadamente 30 ng de DNA total e água desionizada Milli-Q  

esterilizada, para completar 25 µL. A segunda PCR foi realizada com uso de 

1,0 μL da primeira como molde e substituição do primer 927r pelo 517r. 

 As amplificações foram realizadas por meio de touchdown sob as 

seguintes condições: temperatura inicial de desnaturação a 94 ºC por cinco 

minutos, 10 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, temperatura de 61 ºC por 30 

segundos, com decréscimo de 0,5 ºC a cada ciclo até atingir a temperatura 

de 56 ºC, e temperatura de 72 ºC por 30 segundos. Após os 10 ciclos 

iniciais, foram realizados 30 ciclos a 94 ºC por 30 segundos, 56 ºC por 30 

segundos e 72 ºC por um minuto. Por último, uma etapa de 72 ºC por sete 

minutos para a extensão final.  

 A separação dos diferentes amplicons em DGGE foi feita pela 

aplicação de 20 µL dos produtos da segunda PCR em gel vertical de 

poliacrilamida em tampão TAE (Tris base 40 mM; ácido acético glacial 20 

mM; Na2.EDTA.2H2O 10 mM, pH 8,0), sendo de 40 % a 55 % o gradiente 

úreia/formamida. A eletroforese foi conduzida em temperatura de 60 ºC e 

Figura 6: Posições de anelamento dos primers no rDNA 16S de Archaea. As regiões 
hipervariáveis (V) estão realçadas em cinza.  
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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 DCodeTM Universal Mutation Detection System (BIO-RAD – 

CALIFÓRNIA USA), seguindo as recomendações do fabricante. 

A comparação dos perfis de bandas dos géis da DGGE foi realizada 

utilizando o programa Bionumerics® versão 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, 

Belgium). A variável Riqueza de Archaea foi estimada pelo programa com 

base em matriz binária, na qual a presença da banda correspondente a cada 

unidade taxonômica operacional (UTO) foi codificada como um (1) e 

ausência 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 análises de riqueza e 

diversidade foram realizadas utilizando o software PAST (HAMMER et al., 

2001). 

 

3.6.3 – Análise da Diversidade de Bacteria 

 

 As amplificações da região rDNA 16S, correspondentes a V1-V9 

(Figura 7), foram realizadas com a utilização dos primers universais F27 

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e R1492 (TACCTTGTTACGACTT) (DENG 

et al., 2007). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

A primeira PCR foi realizada em volume final de 25 µL contendo: 5 µL 

do tampão GoTaq Flex® Reaction Buffer , 200 μM de dNTPs, 2,0 U de 

Figura 7: Posições de anelamento dos primers no rDNA 16S de Bacteria. As 
regiões hipervariáveis (V) estão realçadas em cinza.  
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GoTaq Flex DNA polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio (670 ng de 

BSA, 0,16 μM de cada primer, aproximadamente 30 ng de DNA total e água 

desionizada (Milli-Q) esterilizada. 

 As amplificações foram realizadas nas seguintes condições: 

desnaturação inicial à 94 °C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 1 minuto, 

extensão por 1 minuto e 30 segundos a 72 °C e extensão final durante 7 

minutos a 72 °C. 

As regiões do rDNA 16S correspondentes a V6-V9 foram amplificadas 

utilizando 1,0 μL da primeira PCR como molde, e substituição do primer F27 

pelo U968 (AACGCGAAGAACCTTAC) (FAVIER et al., 2002) com grampo 

GC (MYERS et al., 1985) adicionado à extremidade 5´ do forward (Figura 9). 

A reação foi realizada em volume final de 25 µL contendo 5,0 µL do tampão 

GoTaq Flex® Reaction Buffer, 200 μM de dNTPs, 2,0 U de GoTaq Flex DNA 

polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio, 670 ng de BSA, 0,5 μL de 

formamida, 0,16 μM de cada primer e água desionizada (Milli-Q) e 

esterilizada. 

A separação dos diferentes amplicons em DGGE foi realizada pela 

aplicação de 20 µL dos produtos de PCR em gel vertical de poliacrilamida 

sendo de 40 % a 55 % o gradiente úreia/formamida. A eletroforese foi 

conduzida em temperatura de 60 ºC e voltagem constante de 60V durante 

20 horas, sendo o gel corado com SYBR® Gold (INVITROGEN, CARLSBAD, 

CA). 

 As análises de agrupamento das impressões digitais genotípicas da 

comunidade de Bacteria foram realizadas com o programa Bionumerics®. Os 

dendrogramas foram construídos com base no coeficiente binário de Dice 

utilizado no cálculo da matriz de similaridade, sendo a análise de 

agrupamento pelo método Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

(UPGMA) e os valores de riqueza e diversidade calculados através da matriz 

de presença e ausência com uso do PAST®. 
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3.6.4 – Análise da Diversidade de Fungos 

 

 Para amplificar as regiões 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 regiões V7-V8 foram amplificadas com uso dos primers FF390 

(CGATAACGAACGAGACCT) (VAINIO & HANTULA, 2000) e FR1GC 

(CCCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGCCGAICCAT

TCAATCGGTAIT) (VAINIO & HANTULA, 2000). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

A primeira PCR foi realizada em volume final de 25 µL, contendo 5 µL 

do tampão GoTaq Flex® Reaction Buffer, 200 μM de dNTPs, 2,0 U de GoTaq 

Flex DNA polimerase, 3,0 mM de cloreto de magnésio,  0,16 μM do primer 

NS1, 0,16 μM do primer EF3, aproximadamente 30 ng de DNA total e água 

desionizada (Milli-Q) e esterilizada. 

 As amplificações foram realizadas sob as seguintes condições: 

desnaturação inicial à 94 °C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 47 °C por 1 minuto, 

extensão por 2 minutos a 72 °C e extensão final durante 10 minutos a 72 °C. 

 A segunda PCR foi realizada com 1,0 μL da primeira como molde, e 

substituição do primers NS1 e EF3 pelo par FF390/FR1GC sob as seguintes 

condições: desnaturação inicial à 94 °C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos 

de desnaturação a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 50 °C por 1 minuto, 

extensão por 1 minuto a 72 °C e extensão final durante 10 minutos a 72 °C. 

Figura 8: Posições de anelamento dos primers no rDNA 18S. As regiões 
hipervariáveis (V) estão realçadas em cinza. Adaptado de Hoshino e Morimoto, 2010.  
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 A separação dos diferentes amplicons foi realizada por DGGE sendo 

35 % a 55 % o gradiente úreia/formamida. A eletroforese foi conduzida em 

temperatura de 60 ºC, voltagem constante de 60V durante 20 horas, sendo o  

gel corado com SYBR® Gold (INVITROGEN, CARLSBAD, CA). 

 As análises de agrupamento das impressões digitais genotípicas da 

comunidade de fungos foram realizadas com o programa Bionumerics®. Os 

dendrogramas foram construídos com base no coeficiente binário de Dice 

utilizado no cálculo da matriz de similaridade, sendo a análise de 

agrupamento pelo UPGMA e os valores de riqueza e diversidade calculados 

por meio da matriz de presença e ausência com uso do PAST®. 
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4 – RESULTADOS 

 

4.1 – Amônio e Nitrato em Extrato do Solo 

 

 Os teores de amônio (NH4
+) foram maiores (p<0,05) nos períodos 

úmidos quando comparados ao seco, em torno de 27 mg Kg-1 de solo seco 

na área 1, com plantas mais jovens (Tabela 3),  e 18 mg Kg-1 de solo seco 

na área 2, com plantas com 72 meses de crescimento pós-plantio (Tabela 

4). 

Na área 1, os teores de NH4
+ no solo rizosférico no entorno das 

árvores aneladas durante o período úmido e foram maiores (p<0,05) que 

aqueles das não aneladas (Tabela 3), enquanto na área 2 os teores 

mantiveram-se constantes (Tabela 4). 

As análises dos teores de nitrato (NO3
-) no solo revelaram aumento 

da concentração desse ânion durante o período chuvoso nas duas áreas 

experimentais, em torno de 45 mg Kg-1 de  solo seco os maiores teores e 

correspondentes a aproximadamente cinco vezes os valores no período 

seco (Tabelas 3 e 4).  

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

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

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

A análise dos teores de NO3
- no solo não-rizosférico revelaram 

tendência de maior concentração de NO3
- no entorno das árvores não 

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 amônio e nitrato em solo rizosférico e não 
rizosférico em floresta de eucalipto com 18 meses pós – plantio           
(Projeto Catas Altas I) na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil. 

Médias dos Teores de Amônio1 e Nitrato2 no Solo – Projeto Catas Altas I3 

Tratamento Amostragem4 

Solo Rizosférico  Solo Não Rizosférico 

NH4
+ NO-

3 N mineral5 NH4
+ NO-

3 N mineral5 

Árvores 

Aneladas 

 -------- mg kg-1 de solo seco --------      -------- mg kg-1 de solo seco --------         

Início Chuvoso 23,24 c 24,50 b 47,74  24,76 b 9,32 e 34,08 

Chuvoso 27,24 a 43,18 a 70,42  24,47 b 21,32 c 45,79 

Seco 7,65 h 7,28 f 14,93  3,62 i 4,43 h 8,05 

        

Árvores Não 

Aneladas 

Início Chuvoso 14,79 g 6,53 f 21,32 22,23 d 13,37 d 35,60 

Chuvoso 20,55 e 14,11 d 34,66  17,47 f 24,89 b 42,36 

Seco 7,17 h 5,59 g 12,76  3,85 i 4,39 h 8,24 

1/ Teores de NH4
+ (Kempers & Zeweers, 1986). Médias dos teores de NH4

+ seguidas pela        
   mesma letra não diferem pelo Teste Tukey a 5%. 
2/ Teores de NO-

3 (YANG et al., 1998). Médias dos teores de NO-
3 seguidas pela mesma 

letra não diferem pelo Teste Tukey a 5%. 
3/ Árvores com 18 meses de crescimento. 
4/ Amostragens: 12/10/12 (Início do Período Chuvoso); 16/12/12 (Período Chuvoso); 
02/05/12 (Período Seco). 
5/ Teores de Nitrogênio Mineral representam a soma dos teores de NH4

+ e NO-
3. 
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Tabela 4 – Médias dos teores de amônio e nitrato em solo rizosférico e não 
rizosférico em floresta de eucalipto com 72 meses pós – plantio (Projeto 
Serra do Pinho) na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil. 

Médias dos Teores de Amônio1 e Nitrato2 no Solo – Projeto Serra do Pinho3 

Tratamento Amostragem4 

Solo Rizosférico  Solo Não Rizosférico 

NH4
+ NO-

3 N mineral5 NH4
+ NO-

3 N mineral5 

Árvores 

Aneladas 

 -------- mg kg-1 de solo seco --------      -------- mg kg-1 de solo seco --------         

Início Chuvoso 18,27 b 5,73 gh 24,00  12,73 f 8,60 e 21,33 

Chuvoso 14,08 d 32,01 b 46,09  13,04 e 15,94 c 28,98 

Seco 4,24 i 5,25 i 9,49  4,04 j 5,00 i 9,04 

        

Árvores Não 

Aneladas 

Início Chuvoso 0,99 k 5,78 g 6,77 18,21 b 6,38 f 24,59 

Chuvoso 18,46 a 36,76 a 55,22  17,60 c 10,12 d 27,72 

Seco 4,83 g 5,21 i 10,04  4,48 h 5,50 ghi 9,98 

1/ Teores de NH4
+ (Kempers & Zeweers, 1986). Médias dos teores de NH4

+ seguidas pela        
   mesma letra não diferem pelo Teste Tukey a 5%. 
2/ Teores de NO-

3 (YANG et al., 1998). Médias dos teores de NO-
3 seguidas pela mesma 

letra não diferem pelo Teste Tukey a 5%. 
3/ Árvores com 72 meses de crescimento. 
4/ Amostragens: 12/10/12 (Início do Período Chuvoso); 16/12/12 (Período Chuvoso); 
02/05/12  (Período Seco). 
5/ Teores de Nitrogênio Mineral representam a soma dos teores de NH4

+ e NO-
3. 

 
 

4.2 – Atividade Microbiana 

 

 Os valores de respiração no solo, quantificados em µmol de CO2 por 

hora, por grama de solo seco, foram maiores (p<0,05) durante o período 

seco (Tabelas 5 e 6). Entretanto, os valores medidos nos solos da área 1 

foram maiores que os da área 2.  A respiração no solo sob árvores aneladas 

e não aneladas foram semelhantes (Tabelas 5 e 6). 
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Tabela 5 – Médias dos valores de respiração em solo rizosférico e não 
rizosférico em floresta de eucalipto com 72 meses pós – plantio (Projeto 
Serra do Pinho) na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil. 

Médias dos Valores de Respiração1 do Solo – Catas Altas I2
 

Tratamento Amostragem3 
Solo Rizosférico  Solo Não Rizosférico 

--µMol de CO2 Hr-1 g-1 de solo seco--            --µMol de CO2 Hr-1 g-1 de solo seco--    

Árvores 

Aneladas 

Início Chuvoso 0,0231 g  0,0263 f 

Chuvoso 0,0322 c  0,0189 h 

Seco 0,0301 d  0,0522 a 

     

Árvores Não 

Aneladas 

Início Chuvoso 0,0128 i  0,0111 i 

Chuvoso 0,0279 ef  0,0170 h 

Seco 0,0437 b  0,0288 de 

1/Valores de respiração do solo (ALEF et al., 1995). Médias dos valores de respiração 
seguidas pela mesma letra não diferem pelo Teste Tukey a 5%. 
2/ Árvores com 18 meses de crescimento. 
3/ Amostragens: 12/10/12 (Início do Período Chuvoso); 16/12/12 (Período Chuvoso); 
02/05/12 (Período Seco) 
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Tabela 6 – Médias dos valores de respiração em solo rizosférico e não 
rizosférico em floresta de eucalipto com 18 meses pós – plantio (Projeto 
Catas Altas I) na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil. 

Médias dos Valores de Respiração1 do Solo – Projeto Serra do Pinho2 

Tratamento Amostragem3 
Solo Rizosférico  Solo Não Rizosférico 

--µMol de CO2 Hr-1 g-1 de solo seco--            --µMol de CO2 Hr-1 g-1 de solo seco--    

Árvores 

Aneladas 

Início Chuvoso 0,0139 hi  0,0092 i 

Chuvoso 0,0111 gh  0,0156 ef 

Seco 0,0258 a  0,0206 d 

     

Árvores Não 

Aneladas 

Início Chuvoso 0,0160 e  0,0108 gh 

Chuvoso 0,0125 hi  0,0122 gh 

Seco 0,0235 c  0,0291 b 

1/Valores de respiração do solo (ALEF et al., 1995). Médias dos valores de respiração 
seguidas pela mesma letra não diferem pelo Teste Tukey a 5%. 
2/ Árvores com 18 meses de crescimento. 
3/ Amostragens: 12/10/12 (Início do Período Chuvoso); 16/12/12 (Período Chuvoso); 
02/05/12  (Período Seco) 
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4.3 – Diversidade Genética 

 

4.3.1 – Diversidade de Archaea do Solo 

 

 A análise do padrão de migração dos fragmentos de DNA no gel de 

DGGE mostrou distintas UTOs de arqueas nos solos analisados (Figuras 9). 

A análise de componentes principais (PCA) revelou a formação de 

grupos distintos entre as amostras coletadas nos períodos seco, início do 

chuvoso e chuvoso (Figura 10). A PCA permitiu a distribuição dos perfis das 

comunidades ao longo dos eixos de ordenação com base na presença e 

ausência de bandas detectadas por DGGE. Os valores percentuais 

associados a cada eixo da ordenação (X,Y,Z) informam a explicabilidade 

desses eixos ao longo das mudanças percebidas nas estruturas das 

comunidades dentro do espaço de ordenação.  O gráfico gerado da PCA 

explicou 63,7 % do comportamento das populações de arqueas em função 

dos períodos avaliados (Figura 10). 

O anelamento das árvores provocou mudanças no perfil da 

comunidade, observando-se tendência de agrupamento das amostras 

coletadas no entorno das árvores aneladas (Figura 9). Pela análise dos 

agrupamentos as populações presentes no solo rizosférico se distinguiram 

daquelas do solo não – rizosférico nas duas áreas estudadas (Figura 9). 

Os índices de riqueza (R) e diversidade genética de Shannon (H) 

foram maiores nas amostras coletadas durante os períodos úmidos, quando 

comparado aos do período seco, não havendo variação 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, índices de  Riqueza de UTOs (R) e Diversidade 
de Shannon (H) detectados com base na separação de amplicons de rDNA 16S (H) de comunidades de Archaea 
presentes em solos de florestas plantadas de Eucalipto na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil.   C1 – Coleta 
no início do período chuvoso (12/10/11); C2 – Coleta período chuvoso (16/12/12); C3 – Coleta no período seco (02/05/12);  
A1 – Árvores com 18 meses de crescimento;        A2 –Árvores com 72 meses de crescimento;  NR – Solo não rizosférico; 
SR – Solo rizosférico; AN – Árvores Aneladas; CR – Árvores não aneladas. 
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Figura 10: Análise de componentes principais (PCA) da comunidade de achaeas do solo.   A ordenação considerou a 
presença e a ausência de amplicons rDNA 16S de Archaea. 
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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 domínio Bacteria revelaram a presença de 

Unidades Taxonômicas Operacionais (UTOs) dominantes, correspondentes 

às bandas de maior intensidade e de mesmo alinhamento  entre todas as 

raias dos dois géis. As UTOs menos abundantes são representadas pelas 

bandas de baixa intensidade e mostraram ampla variação em função das 

condições climáticas e à fase de crescimento da planta (Figura 11). 

  O gráfico gerado pela análise dos componentes principais (PCA) 

explicou 61,8 % do comportamento das comunidades de bactérias no solo 

durante os períodos estudados. Três grupos distintos se formaram, 

basicamente em função da época de coleta (Figura 12). 

O anelamento das árvores, ao interromper o fornecimento de 

fotoassimilados, levou a mudanças no perfil da comunidade, com tendência 

de agrupamento das amostras coletadas no entorno das árvores aneladas e 

não aneladas. Os clusters formados entre as amostras desses dois 

tratamentos apresentam valores médios de similaridade maiores que 50 % 

(Figura 11). 

A análise de agrupamento dos perfis eletroforéticos revelou tendência 

de agrupamento entre às amostras de solo coletadas na região rizosférica 

quando comparadas as de solo não rizosférico (Figura 11). 

Os índices de riqueza (R) e diversidade genética de Shannon (H) 

foram maiores durante os períodos úmidos, não havendo diferença entre os 

valores encontrados nas áreas avaliadas (Figuras 11 e 15). 
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Figura 11: Perfis eletroforéticos em DGGE de fragmentos dos rDNAs 16S, índices de  Riqueza de UTOs (R) e Diversidade 
de Shannon (H) detectados com base na separação de amplicons de rDNA 16S (H) de comunidades de Bacteria presentes 
em solos de florestas plantadas de Eucalipto na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil.   C1 – Coleta no início 
do período chuvoso (12/10/11); C2 – Coleta período chuvoso (16/12/11); C3 – Coleta no período seco (05/05/12);  A1 – 
Árvores com 18 meses de crescimento;        A2 –Árvores com 72 meses de crescimento;  NR – Solo não rizosférico; SR – 
Solo rizosférico; AN – Árvores Aneladas; CR – Árvores não aneladas. 
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Figura 12: Análise de componentes principais (PCA) da comunidade de bactérias do solo.   A ordenação 
considerou a presença e a ausência de amplicons rDNA 16S de Bacteria. 
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4.3.3 – Diversidade de Fungos do Solo 

 

    A análise 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 

períodos, seco e chuvoso (Figura 13).  

 Ao analisar os agrupamentos hierárquicos definidos com base na 

separação de amplicons de rDNA 18S por DGGE, as estruturas das 

comunidades nos períodos úmidos ordenaram-se espacialmente distantes 

daquelas presentes no solo durante o período seco, quando analisada por 

PCA, sendo  43 % da variação explicada por essa análise (Figura 14). 

 A análise de UPGMA revelou que os padrões dos perfis referentes 

aos períodos úmido e seco compartilham menos de 16 % de similaridade e 

formam grupos distintos (Figura 25).  

O anelamento das árvores provocou mudanças no perfil da 

comunidade fúngica (Figura 25), com tendência de agrupamento das 

amostras coletadas no entorno das árvores aneladas, sendo maiores que 45 

% os valores de similaridade. Houve uma  tendência de agrupamento das 

comunidades de solos coletados na região rizosféricas de árvores aneladas 

e não aneladas em ambas as fases de crescimento da planta (Figura 13).  

O cálculo da variável riqueza (Figura 13) revelou maiores valores de 

UTOs durante os períodos úmidos, quando comparados aos valores de 

período seco. Também os índices de diversidade genética de Shannon (H) 

foram maiores durantes os períodos úmidos (Figuras 13 e 15) e, ao mesmo 

tempo, nas áreas 1 e 2 os valores de riqueza e diversidade genética foram 

similares (Figuras 13 e 15). 
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Figura 13: Perfis eletroforéticos em DGGE de fragmentos dos rDNAs 18S, índices de  Riqueza de UTOs (R) e  Diversidade 
de Shannon (H) detectados com base na separação de amplicons de rDNA 16S (H) de comunidades de fungos presentes 
em solos de florestas plantadas de Eucalipto na região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais, Brasil   C1 – Coleta no início do 
período chuvoso (12/10/11); C2 – Coleta período chuvoso (16/12/11); C3 – Coleta no período seco (02/05/12);  A1 – 
Árvores com 18 meses de crescimento;        A2 –Árvores com 72 meses de crescimento;  NR – Solo não rizosférico; SR – 
Solo rizosférico; AN – Árvores Aneladas; CR – Árvores não aneladas. 
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Figura 14: Análise de componentes principais (PCA) da comunidade de fungos do solo. A ordenação 
considerou a presença e a ausência de amplicons rDNA 18S de fungos. 
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Figura 15: Riqueza de Unidades Taxonômicas Operacionais (UTOs) detectada por separção de amplicons de rDNA 16S de Archaea e 
Bacteria e rDNA 18S de fungos por DGGE. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os valores dos teores de N-mineral (NH4
+ 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 

períodos seco e chuvoso. Ressalte-se que a umidade do solo nas florestas 

de eucalípto estudadas é também uma condição definidora da dinâmica dos 

estoques de compostos de carbono e nitrogênio quando da retirada da 

cobertura vegetal, como a no sul da Amazônia brasileira (NEILL et al., 1997).  

A redução dos teores de água no solo durante a estação seca pode 

ser o fator determinante do aumento na evolução de CO2 nesse período nas 

áreas analisadas (Tabelas 5 e 6) em razão do reestabelecimento e 

reestruturação das comunidades de micro-organismos aeróbios. Baixos 

valores de respiração têm sido relacionados ao alto teor de umidade do solo 

durante o período 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 respiração basal durante o período 

chuvoso (EPRON et al., 2009). Entretanto, o clima nessas regiões é 

marcado por uma estação fria chuvosa e outra quente e seca, diferente do 
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daquele do sudeste do Brasil caracterizado por uma estação quente chuvosa 

no verão, seguida por um período frio e seco. 

A heterogeneidade entre os valores das replicatas biológicas de uma 

mesma área foram interpretados como fato da atividade microbiana no solo 

depender não só de características como sazonalidade, clone e 

espaçamento, mas também de características qualitativas, tais como volume 

de raízes finas, exsudatos e organismos da rizosfera. Resultados similares 

foram observados em florestas tropicais na Guiana Francesa (BRÉCHET et 

al., 2011). 

Os valores similares de atividade microbiana encontrados entre as 

parcelas aneladas e não aneladas, contemplando solo rizosférico e não 

rizosférico, demonstram que mesmo com a efetividade do anelamento, as 

reservas de carboidratos encontrados na raízes mantêm a respiração no 

solo. Em florestas de eucalipto no Brasil, após cinco meses de anelamento, 

houve pouca redução da biomassa de raízes finas vivas (BINKLEY et al., 

2006).  

A redução do número de folhas da copa, e a menor espessura dos 

troncos das árvores aneladas demonstram a efetividade da técnica. 

Diante da expressão do setor florestal brasileiro e a importância das 

florestas plantadas na retenção de CO2 torna-se importante a realização de 

novos estudos que elucidem o comportamento das populações microbianas 

do solo nesses ecossistemas em função das variações sazonais. Esses 

estudos contribuirão para a criação de modelos de dinâmica de carbono em 

ecossistemas florestais. 

A pequena variação nos índices 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 não influencia negativamente a diversidade microbiana do solo. 

Estudos da comunidade microbiana por PFLA (análise de perfil de ácidos 

graxos) em solos sob florestas de eucalipto na região subtropical da China 

comprovaram que a diversidade é 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 presença de UTOs dominantes de arqueas, bactérias e fungos ao 

longo do período avaliado, bem como a presença de uma diversa gama de 

UTOs características 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 combinação de interações antagônicas e mutualísticas 

pode estabilizar a dinâmica populacional (MOUGI & KONDOH, 2012).  

A variação dos perfis de DGGE dentro de um gradiente sazonal 

(Figuras 9 a 15) para os três domínios 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 é o principal determinante da variação 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 regiões subtropicais a composição da comunidade 

bacteriana do solo bem como o perfil de utilização de substratos apresentam 

respostas sazonais (LIU et al., 2010).  

O maior número de UTOs de bactérias e arqueas em relação a fungos 

em todos os períodos avaliados (Figura 15) possivelmente é resultado do 

sistema de uso da terra. Trabalhos similares mostram que maiores 

concentrações de Ca, Mg e K, proporcionam a elevação do pH da solução 

do solo, favorecendo o aumento da biomassa bacteriana em relação à 

biomassa fúngica (ARAO, 1999; KILLHAM, 1994; GRAYSTON & 

PRESCOTT, 2005). 

O menor efeito do anelamento sobre a estrutura da comunidade 

microbiana quando comparado a período amostral, úmido e seco, pode ser 

explicado pela regeneração de raízes finas, disponibilização das reservas de 

carboidratos para a região da rizosfera e pela decomposição das raízes 

mortas após o anelamento. Estudos relatam que árvores de eucalipto 

aneladas ainda são capazes de produzir novas raízes 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 tendência de agrupamento das comunidades microbianas dos três 

domínios encontradas no solo no entorno da rizosfera (Figuras 9, 11 e 13) foi 

assumida como a capacidade da planta de recrutar uma microbiota 

específica na rizosfera. As comunidades bacterianas podem ser altamente 

planta-específicas, sendo essa modulação resultado de alterações na 

composição química 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 hipótese da existência do nitrostato em 

florestas de eucalipto, onde a planta atua como principal modulador do 

balanço de nitrogênio e carbono em função da disponibilidade de energia no 

sistema-planta. 

Em florestas de Fagus sylvatica L. na Áustria, o anelamento de 

árvores evidenciou que a disponibilização de compostos de carbono para o 

solo e a sazonalidade são os principais determinantes da composição 

filogenética das comunidades de arqueas e bactérias (RASCHE et al, 2011). 

Alterações da estrutura da comunidade fúngica em solos de floresta 

boreal após quatro anos de anelamento das árvores foram atribuídas ao 

corte do suprimento de fotoassimilados para o solo (YARWOOD et al., 

2009). 

Evidências do controle exercido pelo sistema planta sobre a fixação 

biológica de nitrogênio por micro-organismos de vida livre e a comprovação 

do efeito do balanço energético sobre esse processo (REED et. al, 2011), 

reforçam a hipótese de que a fixação biológica representa a principal entrada 

de nitrogênio nos ecossistemas florestais. Pequenos aportes de nitrogênio à 

fração orgânica do solo podem constituir um grande reservatório desse 

nutriente, capaz de suprir a demanda da planta. 

Os estudos sobre respostas a adubação nitrogenada e balanço de 

nitrogênio em florestas de eucalipto realizados no Brasil têm como foco as 

quantidades de nitrogênio na planta e no solo, nitrogênio total ou na forma 

amoniacal ou nítrica, sem considerações mais detalhadas sobre a 

comunidade microbiana, sua estrutura e dinâmica temporal em resposta a 

mudanças das condições ambientais no ecossistema. 
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A compreensão da dinâmica do nitrogênio no sistema solo-planta em 

florestas de eucalipto sob enfoque do nitrostato, pode ser a chave para o 

desenvolvimento de novos modelos de fertilização nitrogenada dessas 

florestas, de forma a otimizar o uso desse nutriente. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

O aporte de fotoassimililados para a rizosfera e a umidade 

determinam as taxas de respiração, a dinâmica do nitrogênio mineral e a 

estrutura da comunidade microbiana em solos sob florestas de eucalipto na 

região do Vale do Rio Doce, Minas Gerais , Brasil, fato que concorre para 

corroborar a hipótese da existência do nitrostato em funcionamento nesse 

ecossistema. Inferiu-se a existência de capacidade da planta de moldar a 

estrutura da comunidade microbina na rizosfera e rizoplano pelos índices 

derivados da análise dos perfís da eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante (DGGE). 
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