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RESUMO

del AGUILA, Raul Damaso Salgado, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2009. Diversidade bacteriana em solos sob plantio de
eucalipto e mata nativa em Ipaba, regiao de Belo Oriente, Minas Gerais.
Orientador: Arnaldo Chaer Borges. Coorientadores: Marcos Rogério Toétola e
Mauricio Dutra Costa.

Este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar a diversidade
bacteriana de solos sob plantio de eucalipto com a encontrada sob solos de
mata nativa da regido. O estudo abrangeu seis areas da Empresa Celulose
Nipo-Brasileira, sendo trés areas destinadas ao plantio de eucalipto e trés
areas de mata nativa conservada, em dois projetos da empresa, o da Lagoa
Cristal e o da Lagoa do Jacinto, em solos de duas classes, Latossolo e
Neossolo fluvico. A amostragem foi realizada nas seis areas em margo de 2008
para a realizagcdo das analises de diversidade de bactérias pertencentes aos
filos o-Proteobacteria, B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Actinobacteria e
Firmicutes. A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE), foi a
técnica de escolha, sendo a analise da diversidade genética, com uso das
imagens dos geis, realizada com o software GelComparl|® (Applied Maths, Inc.
— Texas USA). Para os calculos do indice de diversidade de Shannon-Weaver
foi utilizado o software Diversidade de Espécies v-2.0 (W. C. Rodrigues — Lizaro
Soft — Entomologistas do Brasil — Brasil). No estudo da comunidade de bactérias

totais (Eubacteria) e de B-Proteobacteria, y-Proteobacteria e Actinobacteria, o
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maior indice de diversidade correspondeu a solos sob mata nativa. Para a-
Proteobacteria e Firmicutes os maiores indices foram os encontrados para
solos sob eucalipto. O filo a-Proteobacteria foi o caracterizado como o
dominante em Latossolo e Neossolo, tanto nos sob eucalipto como nos sob
mata nativa. A diversidade em Firmicutes e y-Proteobacteria foi também
expressiva, porem em Actinobacteria e p-Proteobacteria a diversidade foi
menor em todas as areas em estudo. As médias dos indices de diversidade de
filos considerando as classes de solo foram maiores em Latossolo,
excetuando-se a de Firmicutes, em que a maior diversidade foi em solo sob
eucalipto. O maior indice de diversidade de Eubacteria em solos sob mata dos
gue nos solos sob eucalipto corroborou a afirmativa de que a cobertura vegetal

determina alteragdes na diversidade da comunidade microbiana.



ABSTRACT

del AGUILA, Raul Damaso Salgado, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February of 2009. Bacterial diversity of soil under eucalyptus plantation
and native forest of Ipaba at the region of Belo Oriente, state of Minas
Gerais. Adviser: Arnaldo Chaer Borges. Co-advisers: Marcos Rogério Totola
and Mauricio Dutra Costa.

The objective of this work was to compare the bacterial diversity found
in soils under eucalyptus with those found under native forest. Six areas
belonging to Celulose Nipo-Brasileira — CENIBRA were studied; three of them
were eucalyptus plantations and three were preserved native forests. They
were located in two different projects of the company, the Crystal Lake and the
Jacinto Lake, bearing two classes of soils, Latosol and Fluvic Neosol. Sampling
was performed in March 2008 and bacterial diversity was assessed for the a-
Proteobacteria, B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Actinobacteria and Firmicutes
phyla. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) was carried out for
genetic diversity analysis and the resolved gel images were analyzed with the
GELCOMPARII® software (Applied Maths, Inc — Texas USA). Shannon Weaver
diversity indexes were calculated by means of the software Diversity of Species
v. 2.0 (W.C Rodrigues — Lizaro Soft - Entomologists of Brazil — Brazil) The
highest diversity indexes for total bacteria (Eubacteria), B-Proteobacteria, y—
Proteobacteria, and Actinobacteria was found in soils of native forests. Soils

under eucalyptus forests displayed the highest diversity index for a-



Proteobacteria and Firmicutes. The phylum a-Proteobacteria was the dominant
one in Latosol and Neosol, both under eucalyptus and native forests. Diversity
among Firmicutes and y-Proteobacteria was also expressive; however, diversity
of Actinobacteria and [(-Proteobacteria was lowest in all areas studied.
Diversity indexes averages among all phyla, when classes of soils were
compared, were higher for Latosols, except for those of Firmicutes. The highest
Eubacteria diversity index in soils under native forests as compared to those
displayed under eucalyptus corroborates the hypothesis that plant coverage

determines shifts in the microbial communities diversity.
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1. INTRODUGAO

1.1. Diversidade microbiana em solos

Os micro-organismos encontrados no solo desempenham varias
funcbes que tém efeito positivo sobre a produtividade primaria por atuarem
diretamente na reciclagem de energia e nutrientes, deixando-os disponiveis
para vegetais e animais (LOREAU, 2001; HOFMAN et al., 2003). O solo como
um dos maiores reservatorios de bactérias na Terra tem uma comunidade
bacteriana em 1 grama estimada de 1.10° a 8,3.10° espécimes de bactérias
(TORSVIK et al., 2002; SCHLOSS; HANDELSMAN, 2006), e a imensa maioria
ainda nao foi caracterizada. Os processos que ocorrem no solo sao influenciados
pela estrutura, atividade e estabilidade da comunidade microbiana (WHITMAN
et al., 1998; DUNBAR et al.,, 1999; McCAIG et al., 2001; COLEMAN;
WHITMAN, 2005).

A alta diversidade da comunidade microbiana do solo propicia uma alta
redundancia funcional, a qual esta diretamente relacionada com a resiliéncia do
solo, ou seja, sua capacidade de retornar a um estado prévio apds sofrer
determinado estresse (van BRUGGEN; SEMENOV, 2000). Desta maneira, os
micro-organismos do solo sdo uma medida importante do uso sustentavel da
terra por serem sensiveis as mudancas nas propriedades fisicas e quimicas
deste solo (WOLTERS; JOERGENSEN, 1991; BECK et al., 1995). Paises da

Uniao Europeia tém articulado programas que justificam a necessidade de se



monitorar a diversidade microbiana como indicadora da qualidade do solo e
também para se prever as possiveis mudancgas funcionais, que podem
repercutir tanto na qualidade do meio ambiente, agricola ou natural, como
também na saude publica (PLATEFORME GENOSOL, 2008).

Acbes antrépicas causam disturbios na estabilidade do solo nos trés
aspectos: fisico, quimico e biologico. Esses disturbios resultam em alteragdes
na composi¢cdo da matéria orgénica, na disponibilidade de nutrientes e na
estrutura da comunidade microbiana, resultando na diminuicdo da diversidade
microbiana e consequentemente na qualidade do solo (HENDRIX et al., 2001).

A estrutura e o tamanho da comunidade microbiana s&o, portanto,
muito dindmicas e influenciadas pelos fatores bidticos e abidticos causados
pelo homem ou por meios naturais. Em solo de uso agroflorestal na india, a
maior densidade populacional de micro-organismos se encontra na camada de
0 a 10 cm e ocorrendo na estacdo da primavera, entretanto quando entra a
estacao chuvosa, a populagdo microbiana passa a se concentrar na camada de
10 a 20 cm, sendo intensamente influenciada pela acéo das aguas (TANGJANG,
2009). Mudanga por longos periodos na temperatura do solo resultante do
aquecimento da atmosfera altera processos e propriedades do solo e resultam
na diminuigdo da biomassa microbiana e no uso da variedade de fontes de
carbono em florestas de Massachussets — USA (FREY, 2008). A comparagéao
da composi¢ao da comunidade microbiana em solos com diferentes espécies
vegetais realizada nas florestas de Bornéo mostrou diferengas entre si, de
acordo com a espécie vegetal dominante no solo (USHIO, 2008). Comparagéo
entre solos agricolas com uma floresta de 150 anos na Georgia — USA indicou
diferenga significativa na estrutura e composi¢cao da comunidade bacteriana.
Entre os solos agricolas estudados o efeito da fertilizacdo sobre a comunidade
bacteriana foi maior do que o efeito do tipo de uso da terra e da estacao
climatica (JANGID, 2008).

Uma das mais importantes atividades humanas que depende do solo e
exercem alto impacto nele é a agricultura. O continuo aumento do uso do solo
para agricultura tem levado ao aumento dos processos de erosdo, perda da
matéria orgénica do solo e mudangas na comunidade bacteriana do solo
(MATSON et al., 1997). Em solo sob floresta o disturbio mais comum € a agao

do vento sobre as arvores, derrubando-as ou quebrando-as (WRIGHT;



COLEMAN, 2002). E comum a comparacéo de solos de areas sob cultivo com
solos de florestas adjacentes para se avaliar o impacto do manejo sobre a
comunidade microbiana.

Em estudo comparativo entre solos sob florestas jovens e velhas, com
solos sob cultivo no sudeste da Gedrgia - USA, foi detectada diferenca
significativa na composigdo das comunidades microbianas dos solos, sendo a
maior diversidade em solos sob cultivo (UPCHURCH et al.,, 2008). Os dois
solos apresentaram grande numero de raras UTOs, entretanto nos sob
florestas foram encontradas poucas UTOs abundantes. Para explicar a maior
diversidade em solos sob cultivo os autores consideraram algumas hipoéteses, a
exemplo de: variagbes sazonais da comunidade de vegetais podem ter criado
uma comunidade bacteriana mais dindmica e, portanto mais diversa; a area de
cultivo encontrava-se mais exposta do que a de florestas e permitiu o
transporte de bactérias pelo vento ou por animais; 0 manejo corrompeu a
comunidade existente e permitiu a migracdo bem sucedida, enquanto nas
florestas a ocorréncia de raros disturbios permitiu o desenvolvimento de
grandes populagdes de bactérias bem adaptadas. Este estudo contrasta com
estudos anteriores que demonstraram a diminuicdo da diversidade da
comunidade bacteriana com o manejo da terra (OVREAS; TORSVIK, 1998;
UPCHURCH, 2008).

1.2. Plantio de eucalipto e diversidade microbiana

O plantio comercial de eucalipto no Brasil apresenta grande
importancia econbmica e pode-se dizer até ambiental. Em 2007, o Brasil
alcancou a faixa dos 3 milhées de hectares (ABRAF, 2008). O estado de Minas
Gerais € o terceiro maior reflorestador com a marca de 180 mil hectares,
compreendendo 0,3% da area total do estado e empregando mais de 6 mil
pessoas direta ou indiretamente.

Uma grande utilizacdo comercial do eucalipto plantado é a fabricacao
de celulose. A consolidacédo e a expansao do moderno complexo industrial de
producdo de celulose de fibra curta concorrem para assegurar a lideranga
mundial do Pais na producao de celulose a partir desta arvore. O Brasil é o

sexto produtor mundial de celulose e o primeiro na sua produgao a partir de



arvores de eucalipto. Esta eficiéncia se deve ao alto rendimento alcangado pela
plantacdo de eucalipto com rotacdo de sete anos e producédo de 41 m* ha/ano.
A alta produtividade das florestas plantadas de eucalipto se deve a fatores
como qualidade do solo e clima, pesquisa e desenvolvimento de tecnologias
nas areas de genética, biotecnologia, matéria prima de alta qualidade,
planejamento socioambiental, manejo florestal e rotagdo de areas plantadas.

O setor de producdo de celulose e papel no Brasil apresenta numeros
expressivos com exportacdes na casa de US$ 5.8 bilhdes e saldo comercial de
US$ 4.1 bilhdes (16% do saldo da Balanga Comercial do Pais) gerando 114 mil
empregos diretos e 570 mil indiretos (BRACELPA, 2008).

Em termos ambientais, as florestas plantadas de eucalipto também
apresentam grandes contribui¢des tais como: ndo competem com a agricultura
tradicional, restauragdo de areas degradadas, conservagédo do solo, protegao
da biodiversidade, protecédo dos recursos hidricos, participagéo no sequestro de
CO,, alivio na pressao sobre as florestas naturas quanto ao seu desmatamento
(BRACELPA, 2008).

A monocultura do eucalipto significa uma simplificacdo do ecossistema
natural levando a diminuicdo da diversidade microbiana e podendo afetar a
qualidade do solo. No entanto, pesquisa realizada em solos de mata nativa e
solos sob plantio de eucalipto no estado de Sao Paulo acusou uma maior
diversidade microbiana no solo cultivado (SILVEIRA et al., 2006).

1.3. Técnicas moleculares e grupos microbianos

As técnicas de cultivo in vitro alcangcam somente uma pequena fracéo
de micro-organismos presentes no solo (AMANN et al., 1995; COUTINHO et
al., 1999; NUSSLEIN; TIEDJE, 1999), além de ndo demonstrarem as relagdes
de interdependéncias entre as populagdes que nao sao cultivaveis, nao
representando assim a realidade do ecossistema, sendo necessario o uso de
técnicas moleculares para se avaliar a comunidade microbiana.

Para se estudar a diversidade da comunidade microbiana em seu
habitat, pode-se utilizar técnicas com base nas impressdes genéticas — genetic
fingerprint techniques, que partem da extracdo do DNA total do solo e

amplificacdo de sequéncias-alvo do gene 16S rDNA da comunidade bacteriana



que tem se mostrado bastante importante em ecologia microbiana pois sao
universalmente distribuidos entre os diferentes grupos de seres vivos sendo a
molécula com o maior grau de conservacgao existente pela reacdo em cadeia
da polimerase — PCR (MUYZER, 1999), possibilitando o dimensionamento mais
real da microbiota do solo ao incluir também os organismos ainda néo
cultivaveis, permitindo assim o estudo da diversidade sem a necessidade de
cultivo in vitro (EMBLEY, 1997; HUGENHOLTZ, 1998; MACRAE, 2000;
RAPPE, 2003; JANSSEN, 2006). Utilizam-se iniciadores para os principais
grupos de micro-organismos comumente encontrados no solo, seguida da
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante — DGGE — que se baseia na
mobilidade eletroforética diferencial quanto a susceptibilidade da molécula de
DNA a desnaturacgéo parcial promovida por agentes desnaturantes e discrimina
produtos de PCR de acordo com seu teor de guanina mais citosina (G+C) para
as analises filogenéticas dos membros da comunidade (MUYZER et al., 1993;
ROSADO et al., 1999).

O uso do 16S rDNA (acido nucléico da sub-unidade ribossomal 16S)
tem se mostrado bastante importante em ecologia microbiana pois sao
universalmente distribuidos entre os diferentes grupos de seres vivos sendo a
molécula com o maior grau de conservagéo existente, e também por permitir o
estudo da diversidade sem a necessidade de cultivo dos micro-organismos
(EMBLEY, 1997; HUGENHOLTZ, 1998; MACRAE, 2000; RAPPE, 2003;
JANSSEN, 2006).

A técnica de DGGE permite analisar produtos de PCR de acordo com
seu teor G+C determinando a diversidade genética de comunidades microbianas
naturais e permitindo posteriormente a analise filogenética dos membros da
comunidade (ROSADO et al.,, 1999). A DGGE utiliza geis de poliacrilamida
contendo um gradiente linear de desnaturantes (ureia e formamida). Moléculas
de DNA com o mesmo tamanho, mas com teores distintos de G+C formam
padrées de bandas apresentando comportamento eletroforético diferente
quando expostas ao gradiente de agentes desnaturantes, com taxas de
migragdo diferentes nos geis. DNA. Esta técnica se mostra sensivel as
mudancgas na comunidade microbiana servindo como ferramenta para avaliagcao
desta comunidade (ROSADO et al., 2000; SMITH et al., 2001; KIRK et al.,



2004; ASAKAWA; KIMURA, 2008; BRONS; van ELSAS, 2008; DONG et al.,
2008; JACKSON et al., 2008).

Como varias espécies bacterianas podem possuir multiplas copias do
16S rDNA que podem ser discriminadas pela técnica de DGGE resultando em
varias bandas para uma mesma espécie (NUBEL et al., 1996) nos referimos as
diferentes bandas no gel de DGGE como unidades taxondmicas operacionais
(UTOs).

Com o desenvolvimento das técnicas moleculares e a consequente
evolugao da classificacdo bacteriana alguns grupos tem se destacado pela sua
presenca e importancia no solo. Em pesquisa baseada com clones de 16S
rRNA e dos genes de 16S rRNA depositados em bancos de dados, os grupos
a-Proteobacteria, a-Proteobacteria, y-Proteobacteria e Actinobacteria foram os
mais numerosos em termos de proporcdo dos clones estudados e também
como 0s grupos que tiveram maior numero de géneros descritos (Janssen,
2006). No estudo de Silveira (2006) foram observados como grupos dominantes:
Acidobacteria, Actinobacteria e Proteobacteria tanto em solo de mata quanto
em solo de cultivo de eucalipto. Em comparacao feita entre solos de mata e
solos sob cultivo com tomate e feijdo em Guaira no estado de Sao Paulo os
grupos dominantes foram Proteobacteria, Acidobacteria e Firmicutes (Pereira,
2006). Com o uso da técnica de pirosequenciamento em solos dentro de um
grande transecto no hemisfério oeste, os grupos mais abundantes foram
Bacterioidetes, B-Proteobacteria e a-Proteobacteria (ROESCH, 2007). Na
América do Norte, estudo com 71 amostras de solo de ecossistemas distintos
para determinar a existéncia de relacdo entre propriedades do solo e
abundancia relativa de eis dos filos dominantes do dominio Bactéria,
Acidobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes, Actinobacteria, o-Proteobacteria e f3-
Proteobacteria, conclui que a taxa liquida de mineralizagdo do carbono foi o
melhor preditor da abundancia em nivel de filo, entre as propriedades do solo
medidas (FIERER et al., 2007).

A diversidade bacteriana nas amostras de solos sob plantio de
eucalipto ou mata nativa em Ipaba, regidao de Belo Oriente, Minas Gerais, ainda

nao foi avaliada para populagdes dos filos cuja ocorréncia ja foi relatada em



outras regides, a exemplo de: a-Proteobacteria, p-Proteobacteria, y-Proteobacteria,

Actinobacteria e Firmicutes.

1.4. Indices de diversidade

A diversidade baseia-se em fungdo de dois componentes igualmente
importantes, a riqueza de espécies (numero total de espécies), e a equitabilidade
(distribuicdo dos individuos dentro de cada populagéo).

Quando duas comunidades apresentam o mesmo indice de diversidade
ainda assim elas podem ser bem diferentes, pois uma delas pode ter uma alta
riqueza e baixa equitabilidade e a outra uma baixa riqueza e alta equitabilidade,
portanto € importante considerar estas trés caracteristicas na comparagao:
riqueza, equitabilidade e diversidade (TOTOLA; CHAER, 2002).

O indice proposto por Shanon (1948) possui uma vantagem em relagao
aos outros indices, pois € apropriado para amostras aleatérias de espécies de
uma comunidade ou subcomunidade de interesse, e é estimado através da

seguinte equacao:

H'= - X pi log pi

em que pi é a proporcédo da espécie em relacdo ao numero total de espécimes
encontrados nos levantamentos realizados.

O conhecimento e dimensionamento da diversidade bacteriana do solo,
funcional e taxonomicamente, estdo contribuindo para o estabelecimento de
um sistema de referéncia e interpretacdes na escala do tempo dos impactos
das intervencdes no ambiente.

No presente estudo objetivou-se avaliar a diversidade em filos do
dominio Bactéria, nos solos sob plantagcdes de eucalipto pertencentes a
Celulose Nipo-Brasileira (CENIBRA) no municipio de Ipaba, Regido do Vale do
Rio Doce em Minas Gerais a fim de testar a hipétese de que a diversidade
bacteriana em solos sob cultivo de eucalipto € menor do que a dos mesmos

solos sob mata nativa.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo e amostragem

As amostras foram coletadas no Municipio de Ipaba, Regido do Vale do
Rio Doce em Minas Gerais. As areas pertencem a CENIBRA (Celulose Nipo-
Brasileira) sendo parte da area destinada ao plantio de eucalipto para obtencao
de celulose e parte conservada como mata atléntica. Dois projetos da CENIBRA
foram escolhidos, Lagoa Cristal e Lagoa do Jacinto (Tabela 1). Entenda-se
como “projeto” neste caso determinada area delimitada onde se encontra areas

de reserva e areas exploradas com o plantio de eucalipto.

Tabela 1 — Denominagao dada as areas pertencentes a empresa Celulose Nipo-
Brasileira (CENIBRA) no municipio de Ipaba, MG, nos projetos
Lagoa Cristal e Lagoa do Jacinto, com as respectivas coberturas
vegetais e classes de solo

Areas Projeto Uso do Solo’ Classe de Solo Latitude Longitude
1 Lagoa Cristal Eucalipto Latossolo -19° 40' 06.51" -42° 28' 52.06"
2 Lagoa Cristal Eucalipto Neossolo fluvico -19° 39' 54.01" -42° 29' 00.63"
3 Lagoa Cristal Reserva Legal Neossolo flavico -19°40' 06.02" -42° 29' 37.94"
4 Lagoa Cristal Reserva Legal Latossolo -19°40' 12.26" -42° 28' 53.98"
5 Lagoa do Jacinto Pres. Permanente Latossolo -19° 34' 09.77" -42° 27' 21.35"
6 Lagoa do Jacinto Eucalipto Latossolo -19° 34' 07.24" -42°29'19.13"

' Na area 2 as arvores de eucalipto haviam sido colhidas ha seis meses, enquanto as das
areas 1 e 6 se encontravam com cerca de dois anos de desenvolvimento.



No projeto Lagoa Cristal, a amostragem foi feita em quatro areas
distintas e no Projeto Lagoa do Jacinto em duas areas. Para as analises
moleculares foram coletadas aleatoriamente ao longo de uma linha obliqua em
cada area, trés grupos de dez amostras simples do solo na profundidade de
0 —10 cm. Cada um dos trés grupos de dez amostras foi destorroado e passado
através de peneira com malha de 2 mm para compor uma amostra composta,
ao final dos trés grupos foram obtidas trés amostras compostas de cada uma
das areas sob estudo. Uma fragdo de 5 gramas de cada amostra composta foi
misturada com as outras duas fragoes para compor a amostra do solo da area
sob estudo, utilizada nas analises moleculares de cada um dos projetos.

As areas com plantio de eucalipto foram manejadas da seguinte
maneira: tipo de preparo intermediario com subsolagem na linha de plantio e
coveamento mecanizado ou manual; espacamento de 3,00 x 3,33 m; adubacao
no plantio de 6-30-6 com calcario e fosfato. Foram usados clones de
Eucalyptus grandis, E. Urograndis e Hib. Rio Claro (Evolugdo do Sistema de
manejo de plantio de eucalipto em areas da CENIBRA, 2008)

A coleta foi realizada no més de marco quando o clima apresentou as
seguintes caracteristicas: temperatura média do ar de 24,2 °C com minima de
20,6 °C e maxima de 29,1 °C; umidade relativa média do ar de 78,7%;
velocidade média do vento de 2,5 m/s; precipitacdo pluviométrica de 148,1 mm,;
numero de dias com chuva no més igual a 13; excesso hidrico de 36 mm;

evapotranspiracao potencial de 3,5 mm (Relatério Climatico — CENIBRA, 2008).

2.2. Analises fisicas e quimicas

De todas as amostras de solo foram feitas analises granulométricas
para se determinar a classe textural do solo.

Para a caracterizagdo quimica das amostras foram feitas as seguintes
analises: pH em agua, KCIl e CaCl, com a relagéo 1:2,5; quantificacdo de P,
Na, K, e Zn, Mn e Cu (Extrator Mehlich I); quantificacdo de H + Al (extrator
acetato de calcio 0,5 mol/L — pH 7,0); soma de bases trocaveis; capacidade de
troca cationica efetiva e capacidade de troca catibnica a pH 7,0; indice de

saturacdo de bases; indice de saturacdo de aluminio; indice de saturagcao de



sodio; fosforo remanescente e matéria organica sendo igual ao produto do

carbono orgénico pelo valor 1,724 — Walkley-Black.
2.3. Andlises moleculares

2.3.1. Extragao de DNA gendémico total de micro-organismos do solo

De cada amostra, o DNA gendmico total dos micro-organismos
presentes na amostra de solo de cada area foi extraido com uso do Kit MoBio
PowerSoil™ DNA Isolation (cat. 12888-100), de acordo com as recomendacées
do fabricante. Os extratos foram analisados em gel de agarose 0,8%, em
tampao TAE 1x e brometo de etidio (10 ug/mL). A eletroforese foi realizada em

um sistema horizontal a 40 V cm™ durante 30 min (Bio-Rad®, USA).
2.3.2. PCR de grupos especificos

Cada amostra de DNA gendmico total de micro-organismos dos solos
foi submetida como molde as reacdes de amplificacdo do 16S rDNA por PCR,
com uso do aparelho Eppendorf® Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg
— Germany). Em todas as reacgdes foi utilizado um controle negativo, sem o
DNA molde, e a verificagdo de todos os produtos de amplificagdo foi feita por
eletroforese, aplicando-se 5 uL de cada reagé&o acrescidos de marcador de
tamanho (100 bp) em gel de agarose 1,2%, em tampao TAE (40 mM tris-acetato
e 1 mM EDTA) e brometo de etidio (2 uL/100 mL). A eletroforese foi realizada
em um sistema horizontal a 40 V cm™ durante 30 min. (Bio-Rad®, USA).

As amplificagbes dos fragmentos de 16S rDNA foram feitas de acordo
com o detalhamento descrito nas Tabelas 2 e 3, com uso dos iniciadores e de

acordo com as referéncias citadas na Tabela 4.

2.3.3. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante

A anadlise dos fragmentos do gene 16S rDNA amplificados por
eletroforese em gel com gradiente desnaturante foi feita com o equipamento

“DCode™ Universal Mutation Detection System” da Bio-Rad® — Califérnia USA.

Uma aliquota das reagbdes de amplificagcdo (20 ulL) foi aplicada em gel de
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Tabela 2 — Detalhamento da composigédo de reagentes para as PCR e PCR-Nested para grupos especificos de a-Proteobacteria,
B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria

Reagentes a B-Proteobacteria Y Firmicutes Actinobacteria PE;:_a;:::Iead
Agua g.s.p. 25 pL1 g.s.p. 25 uL g.s.p. 25 uL g.s.p. 25 uL g.s.p. 25 uL g.s.p. 25 uL
(Tsrrgrﬁ’%‘;gr;‘f” GoTaq® 5,0 L 5,0 L 5,0 L 5,0 uL 5,0 L 5,0 L
dNTPs 200 uM 200 uM 200 uM 160 uM 200 uM 200 uM
MgCI2 3,75 mM 3,75 mM 1,5mM 3,0 mM 2,5mM 3,75 mM
Primer 1 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM 0,1 uM 0,1 uM 0,2 uyM
Primer 2 0,2 uM 0,2 uM 0,2 uM 0,1 uM 0,1 uM 0,2 uM
Formamida 2 % (viv) 2 % (viv) X X 2 % (viv) 2 % (viv)
BSA (Invitrogen®) 0,1 yg/mL 0,1 yg/ mL X 0,1 yg/ mL 0,1 ug/ mL 0,1 yg/mL
(Tsr‘lragé; (%‘)’"merase 5 U/50 L 5 U/50 L 2,5 U/50 pL 1,25 U/50 pL 1,25 U/50 pL 5 U/50 L
DNA 20 ng (2 uL) 20 ng (2 uL) 20 ng (2 uL) 20 ng (2 uL) 20 ng (2 uL) 20 ng (2 uL)

' Corresponde as concentragdes finais dos reagentes.
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Tabela 3 — Condi¢des das PCRs realizadas em termociclador Eppendorf® Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg — Germany)
para amplificar os fragmentos de 16S rDNA para andlises de Eubacteria e PCR-Nested para grupos especificos de a-
Proteobacteria, B-Proteobacteria, y-Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria

Proteobacteria

Ciclos Eubacteria o B N Actinobacteria Firmicutes PCR-Nested
Desnaturacgao
1x 94 °C/5’ 94 °C/5’ 94 °C/5’ 94 °C/4’ 94 °C/5' ? 95 °C/3’ 94 °C/5’
Amplificagao
Ciclos 35x 25x 25x 35x 35x 30x 20x
Desnaturacao 94 °C/1 94 °C/1’ 94 °C/1’ 94 °C/1’ 94 °C/1’ 94 °C/30” 94 °C/1’
Anelamento 55 - 65 °C/1"" 56 °C/1’ 61 °C/1’ 55 °C/45” 63 °C/1’ 57 °C/30” 53 °C/1’
Elongamento 72 °C/2 72 °C/2 72 °C/2 72 °C/90” 72 °C/2 72 °C/90” 72 °C/2
Elongamento Final
1x 72 °CN10O’ 72 °CN1M0’ 72 °C/10’ 72 °C/15’ 72 °CN10’ 72 °CIT 72 °CN10O’

Resfriamento a 4 °C

"nicio a 65 °C, diminuindo 2 °C a cada segundo ciclo até atingir 55 °C, continuando assim por mais 25 ciclos.
2 HotStart — Adigéo da Taq Polimerase ap6s a primeira desnaturagao e na temperatura de 80 °C, para prevenir anelamentos inespecificos dos iniciadores em regides ndo desejadas do DNA.

12



Tabela 4 — Sequéncia dos iniciadores usados para amplificar fragmentos de genes 16S rDNA nas PCRs e referéncias utilizadas

Iniciadores Posigdo de 16S rDNA™ Sequéncia (5’-3’) Referéncia
F203a “’P(r:’;i‘fgggt)e”a CCG CAT AGC CCC TAC GGG GGA AAG ATT TAT GOMES et al. (2001)
B-Proteobacteria
F948B CGC ACA AGC GGT GGA TGA GOMES et al. (2001)
(931-948)
Actinobacteria GGA TGA GCC CGC GGC CTA CGC CCG GGG CGC GCC CCG
F243H GC (226-243) GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G HEUER etal. (1997)
R1492 ( 1232?2?3) TAC GG(C/T) TAC CTT GTT ACG ACT T GELSOMINO et al. (2006)
Bacteria CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA
Fo84GC (968-984) CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC HEUER et al. (1997)
R1378 Bacteria CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG HEUER et al. (1997)
(1378-1401)
BLS342F 5'3;”;'_"4“5‘;? CAG CAG TAG GGA ATC TTC BLACKWOOD et al. (2005)
1392R Bacteria ACG GGC GGT GTG TAC A BLACKWOOD et al. (2005)
(1392-1406) '
fD2 V'Pr‘zzeso_i‘;;te”a AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG WEISBURG et al. (1991)
rP1 Bacteria ACG GTT ACC TTG TTA CGA CTT WEISBURG et al. (1991)

(1512-1406)

! Posigdo no genoma de Escherichia coli (BROSIUS et al

., 1981).
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poliacrilamida vertical (acrilamida-bisacrilamida 37,5/1) a 6%, com gradiente
desnaturante ureia/formamida variando entre 40 a 58% (MUYZER et al., 1993)
imerso em tampao TAE 1x.

A eletroforese ocorreu em temperatura de 60 °C, 50 v durante 16 horas,
seguindo-se a coloracdo do gel com SYBR Green® | (10 pL) diluido em 100 mL

do tampao TAE 1x por 20 min.
2.3.4. Digitalizagao e analise das Imagens dos geis

As imagens dos geis sob luz UV foram digitalizadas em equipamento
Eagle-Eye Il Still Video System® (Stratagene — Califérnia USA), e salva em
arquivo eletrénico do tipo “tiff".

A andlise da diversidade genética com uso das imagens dos geis foi
realizada com o software GelComparll® (Applied Maths, Inc — Texas USA). Os
ajustes basicos foram: largura da raia: 19 pts.; altura minima da banda: 5%;
corregcao de background: 15% (Actinobacteria), 16% (a-Proteobacteria e B-
Proteobacteria) e 17% (y-Proteobacteria, Firmicutes e Eubacteria).

Os indices de diversidade foram calculados com o uso do Software
Diversidade de Espécies v-2.0 (W. C. Rodrigues — Lizaro Soft — Entomologistas
do Brasil — Brasil). Para o calculo do indice de Shanon-Wiener usou-se a

seguinte equacgdo: H'= — I pilegpt (Shanon, 1948; Rodrigues, 2005).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analises fisicas e quimicas

As analises fisicas das seis mostras de solo determinaram que elas
apresentam caracteristicas predominantes de solo rico em argila e com as
proporgdes de seus componentes homogéneas. A amostra 3 do Neossolo
flavico, usado como reserva legal (Tabela 1), apresentou a maior quantidade
de argila e a menor de areia. Com esta proporgao de areia e argila esse solo é
mais impermeavel a agua e apresenta maior capacidade de retencao
(Tabela 5).

Tabela 5 — Caracterizacao fisica das seis amostras de solo coletadas em areas
pertencentes a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira) no Municipio de
Ipaba, Regiao do Vale do Rio Doce em Minas Gerais

Amostra Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Classe textural
dag/kg
1 22,67 14,00 4,33 59,00 Argila; Muito argilosa; argila
2 49,00 9.33 11,67 30,00 Argila; 2 Franco-argilo-
arenosa

3 7,33 7,00 25,33 60,33 Argila; 2 Muito Argilosa

4 22,67 13,33 6,33 57,67 Argila

5 34,00 12,33 4,00 49,67 Argila; 2 Argilo-arenosa

6 30,67 11,67 3,33 54,33 Argila
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Os solos 3,4 e 5 (3 e 4 de reserva legal e 5 de preservacao permanente)
apresentaram as maiores quantidades de carbono orgénico resultante de
residuos de plantas e animais em diferentes estagios de decomposi¢do. Em
solos sob vegetagao natural, a preservagdo da matéria organica tende a ser
maior, pois o revolvimento do solo € minimo sendo o aporte de carbono em
florestas maior do que em areas cultivadas. Nestas, as fragbes organicas sao
mais expostas ao ataque de micro-organismos, em fungdo do maior

revolvimento e desestruturagdo do solo (Tabela 6).

3.2. Extragao do DNA

A concentracdo de DNA nos extratos obtidos das amostras 2
(eucalipto, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal), 3 (mata, Neossolo fluvico e Lagoa
Cristal) e 4 (idem 3, Latossolo) foi maior do que a obtida nas demais amostras
(Figura 1). A concentragdo de DNA no extrato obtido da amostra 1 (eucalipto,
Latossolo e Lagoa Cristal) foi menor, contrastando com a maior concentragao

da amostra 4 sob mata atlantica no mesmo local e tipo de solo (Figura 1).

solo 1

'l 50ng

Figura 1 — Gel de agarose do DNA extraido das amostras de solo com uso do
Kit MoBio PowerSoil™ DNA lIsolation (cat. 12888-100). Foram
aplicados 3 uL de cada extrato acrescidos de 3 uL do corante azul
de bromofenol. Foi utilizado o marcador de quantidade de 50 ng a
fim de comparagdo. Solo1: eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal;
Solo 2: eucalipto, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; Solo 3: mata,
Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; Solo 4: mata, Latossolo e Lagoa
Cristal; Solo 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Solo 6:
eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto.
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Tabela 6 — Valores de indicadores quimicos das seis amostras de solo coletadas em areas pertencentes a CENIBRA (Celulose
Nipo-Brasileira) no Municipio de Ipaba, Regido do Vale do Rio Doce em Minas Gerais: pH em agua, KCIl e CaCl, com
a relacao 1:2,5; quantificagao de P, Na, K, e Zn, Mn e Cu (Extrator Mehlich 1); quantificacdo de H + Al (extrator acetato
de célcio 0,5 mol/L — pH 7,0); soma de bases trocaveis; capacidade de troca catidnica efetiva e capacidade de troca
catibnica a pH 7,0; indice de saturacdo de bases; indice de saturacdo de aluminio; indice de saturacdo de sodio;
fésforo remanescente e matéria organica como produto do carbono orgéanico pelo valor 1,724 — Walkley-Black

Amostra pH P K ca®* wMg®* A* H+A SB (t) (T) v m MO  P-rem Zn Fe Mn Cu C.Org.
H,0 mg/dm® cmolc/dm® % dag/Kg mglL mg/dm3 dag/Kg

1 460 220 1433 076 020 109 633 099 209 729 1360 5263 3,12 31,07 070 5040 513 037 1,81

2 545 307 7833 247 062 000 223 329 329 552 5950 000 237 4193 291 857 3753 073 1,38

3 498 183 7833 226 172 010 523 418 428 941 4443 233 522 3323 375 3357 6393 150 3,03
4 400 177 2267 018 018 158 807 042 200 849 490 5260 430 2663 076 6793 790 046 249

5 389 130 1267 020 014 148 633 037 185 670 547 8033 316 3090 091 5623 577 013 1,83

6 392 247 1200 010 006 164 713 019 182 7,32 253 8970 272 3037 0,76 6823 283 029 158
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A concentracao de DNA nos extratos obtidos da amostra 2 (eucalipto,
Neossolo fluvico, Lagoa Cristal) foi maior do que a concentracdo de DNA no
extrato obtido da amostra 1 (eucalipto, Latossolo, Lagoa Cristal), mostrando
efeito tanto do tipo de solo quanto da condicido da area 2 estar entre periodos
de plantio de eucalipto, as arvores haviam sido colhidas a seis meses.

Os solos 1 (eucalipto, Latossolo, Lagoa Cristal) e 6 (eucalipto,
Latossolo, Lagoa do Jacinto) apresentaram as menores concentragdes de DNA
e se diferenciam dos demais solos, ambas classificadas como Latossolo e de

uso para plantio de eucalipto (Figura 1).

3.3. PCR, DGGE, Analise de Similaridade e indice de Diversidade para

Eubacteria

A imagem obtida da eletroforese do gel de agarose dos produtos da

PCR mostra amplificagdo homogénea entre todas as amostras (Figura 2).

100 pb
solo 1
solo 2
solo 3
solo 4

solo 5

salo 6

branco

T e e e e B

Figura 2 — Gel de agarose do resultado da PCR para Eubacteria, utilizando
iniciadores universais. Foram aplicados 5 uL de cada amplificado.
Foi utilizado o marcador de tamanho de 100pb a fim de
comparagao. Solo 1: eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Solo 2:
eucalipto, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; Solo 3: mata, Neossolo
flavico e Lagoa Cristal; Solo 4: mata, Latossolo e Lagoa Ciristal;
Solo 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Solo 6: eucalipto,
Latossolo e Lagoa do Jacinto. Branco corresponde aos reagentes
da PCR sem o DNA molde.
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Os solos 1, 4, 5 e 6, todos da classe Latossolo, apresentaram bandas
mais intensas quando comparadas com as das amostras 2 e 3 referentes aos
solos da classe Neossolo. As amostras de cada classe de solo né&o
apresentaram diferenga entre si quanto a presenca e a intensidade das bandas
(Figura 3).

Figura 3 — Perfil eletroforético em DGGE de produtos de PCR dos fragmentos
de 16S rDNA utilizando iniciadores para Eubacteria. Foram aplicados
20 pL de cada produto da amplificagédo. Solo 1: eucalipto, Latossolo e
Lagoa Cristal; Solo 2: eucalipto, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal;
Solo 3: mata, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; Solo 4: mata, Latossolo
e Lagoa Cristal; Solo 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e
Solo 6: eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. Branco corresponde
a reacao de PCR sem a adicao do DNA molde.
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eubac1 (6 entries)

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
eubac1 eubac1

Numero Situagao

05
06
04
03
01
02

preservagao perm.
eucalipto

reserva legal
reserva legal
eucalipto

eucalipto

Solo
latossolo
latossolo
latossolo
neo. flavico
latossolo

neo. fluvico

Projeto

lagoa do jacinto
lagoa do jacinto
lagoa cristal
lagoa cristal
lagoa cristal
lagoa cristal

Figura 4 — Analise de similaridade para Eubacteria com uso do software GelComparll®.

amostradas

20

Obs

mata 100
arvores 87.8
mata 791
mata 63.4
arvores 62.9
colhida 6 m 47.1

100
87.0
727
68.4
54.1

100

69.6 100
60.0 57.9
51.3 64.9

100
45.2

100

Os numeros correspondem as areas



As areas 3, 4, 5 e 6 apresentaram os maiores indices de diversidade
(Figura 5), sendo a area 4 a de maior indice e numero de UTOs, 24. As areas
3, 4 e 5 sdo ocupadas por mata, enquanto a area 6 refere-se a floresta de
eucalipto no projeto Lagoa do Jacinto. Essa area equipara-se as areas de mata
quanto ao indice de diversidade. A area 2, onde as arvores haviam sido
colhidas seis meses antes da coleta, apresentou o menor indice de diversidade.
Ressalta-se que o numero de UTOs nesta area foi similar ao encontrado na
area 1 onde as arvores de eucalipto estavam com dois anos de idade. Esse fato
foi atribuido a deposicdo de matéria organica e a presenga de raizes em
decomposicdo na area 2, propiciando a dominancia de algumas populagdes
(Tabela 7).

35
29752 30328 2,9852

3 ')’Rdﬁ_f
2,6551
2,5352
25 -
2 =
1,5
1 4
05 -
0 1 T T T T

leuc. Let. 2euc. Neo. 3res. Neo 4res. Lat. Spreserv. 6euc. Lat.
LC LC LC LC Lat. U (]
Areas

indices de Diversidade

Figura 5 — indices de diversidade de Eubacteria em solos sob cultivo de
eucalipto ou mata atlantica. Simbologia: euc.: eucalipto; lat.:
Latossolo; neo.: Neossolo fluvico; LC: Lagoa Cristal; LJ: Lagoa do
Jacinto; res.: reserva legal; e preserv.: preservacédo permanente.

A andlise de similaridade realizada pelo software GelComparll®
mostrou uma maior semelhanca entre as areas 5 (mata, Latossolo e Lagoa do
Jacinto) e 6 (eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto) e destes com a area 4
(mata Latossolo e Lagoa Cristal) (Figura 4). A area 3, embora tenha apresentado

um dos maiores indices de diversidade (Figura 5) se distinguiu em relagéo as
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Tabela 7 — Média dos indices de diversidade de Eubacteria para as areas de
eucalipto e mata das seis amostras de solo coletadas em areas
pertencentes a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira) no Municipio
de Ipaba, Regido do Vale do Rio Doce em Minas Gerais, de acordo
com os dados da Figura 5

Cobertura Vegetal Média dos indices de Diversidade
Eucalipto 2.725
Mata natural 2.952

trés primeiras na similaridade. A area 2, que apresentou o menor indice de
diversidade também apresentou a menor similaridade com as demais areas
(Figura 4).

A analise da diversidade de Eubacteria mostrou que as areas
correspondentes a mata natural foram as que apresentaram os maiores indices
de diversidade. Em contrapartida, as areas sob plantacdo de eucalipto
apresentaram os menores indices, com excecao da area 6, que apresentou o
segundo maior indice. Esta area ndo apresentou nenhuma caracteristica visivel
que pudesse justificar este resultado e por ser um projeto diferente (Lagoa do
Jacinto) das areas 1 e 2 (Lagoa Cristal), € recomendavel a realizacao de estudos
mais aprofundados na area (Figura 5).

Nas areas de mata (3, 4 e 5), de um maximo de 24 UTOs percebidas,
cinco se repetiram nas 3 areas e oito somente em dois delas (Tabela 8). Essas
repeticdes confirmam a analise de similaridade obtida (Figura 4), onde as areas
3, 4 e 5 (mata), junto com a area 6 (eucalipto, Lagoa do Jacinto) apresentaram
0s maiores graus de similaridade, assim como varias UTOs com a mesma
posicao de referéncia (Tabela 10).

Nao houve diferenga significativa entre os indices de diversidade dos
dois tipos de solo em estudo, Latossolo e Neossolo fluvico. A média dos
indices de diversidade dos solos do tipo Latossolo foi de 2.880 e a média
referente aos solos do tipo Neossolo fluvico foi de 2.755, apresentando uma
diferenca entre eles de 4,3% em relagéo ao maior valor (Tabela 9).

A analise de similaridade (Figura 4) mostrou um agrupamento das
areas do projeto Lagoa do Jacinto (5 e 6), seguidos das areas de mata (3e 4) e

por ultima as areas de eucalipto do projeto Lagoa Cristal (1 e 2).
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Tabela 8 — Unidades taxondmicas operacionais (UTOs) e seus volumes obtidos
no gel de DGGE de Eubacteria em cada area apds uso do software
GelComparll®. Area 1: eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 2:
eucalipto, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 3: mata, Neossolo
flivico e Lagoa Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal;
Area 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6: eucalipto,
Latossolo, Lagoa do Jacinto. O volume corresponde a intensidade
de pixels da banda detectada pelo programa

Volumes
UTOs Areas
1 2 3 4 5 6

1 26.658 55.086 27.246 28.035 26.281 26.701
2 23.758 31.070 32.107 15.781 14.446 24.508
3 8.913 27.904 21.250 11.072 11.417 11.214
4 6.314 15.939 19.691 7.263 6.466 12.656
5 5.469 18.659 18.700 8.824 7.554 4.943
6 8.281 15.264 18.700 10.615 8.826 7.471
7 10.724 26.324 11.999 5.135 11.753 4.277
8 12.920 18.923 9.377 10.367 10.331 8.527
9 12.517 19.071 8.001 9.481 18.669 9.239
10 8.812 18.773 5.812 15.108 17.828 13.620
11 11.273 10.646 7.366 18.058 11.803 15.079
12 10.184 8.738 8.624 31.091 5.283 18.913
13 9.695 12.152 19.013 18.917 14.684 12.734
14 4.481 7.380 16.097 6.051 8.467 6.434
15 7.594 3.898 14.922 10.828 7.463 11.882
16 9.299 16.524 5.339 4.240 6.279
17 14.361 9.087 8.613 12.536
18 9.778 9.912 8.627 11.798
19 8.954 10.705 9.772 5.208
20 7.469 5711 10.538
21 11.617 12.511 12.441
22 4.089 12.511 13.011
23 12.035

24 1.293

Nas areas de eucalipto (Figura 4, raias 1 e 2) ndo se observam
repeticoes de UTOs, uma indicacao da diversidade nas suas comunidades e,

por conseguinte, menores graus de similaridade com as demais.
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Tabela 9 — Média dos indices de diversidade de Eubacteria, de acordo com as
classes de solo das seis amostras de solo coletadas em areas
pertencentes a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira) no Municipio de
Ipaba, Regido do Vale do Rio Doce em Minas Gerais, conforme
dados da Figura 5

Classe de Solo Média dos indices de Diversidade
Latossolo 2.880
Neossolo 2.755

Tabela 10 — Posicao de referéncia e volumes das UTOs no gel de DGGE para
Eubacteria, determinado pelo software GelComparll®. Posigdo de
referéncia dada pela altura da banda no gel. Area 1: eucalipto,
Latossolo e Lagoa Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo flivico e
Lagoa Cristal; Area 3: mata, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area
4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 5: mata, Latossolo e
Lagoa do Jacinto; e Area 6: eucalipto, Latossolo, Lagoa do Jacinto

. a Areas

Posicao de Referéncia 1 2 3 2 5 6
83 55.086
92 26.658 31.070
93 27.246 28.035 26.281
94 26.701
98 23.758
99 27.904 14446
99
100 32.107 15.781
101 24.508
106 21.250
114 19.691
120 18.700 11072 11417 11214
123 8.913 18.700
126 11.999
133 15.939 9.377
135 12.656
136 7.263
140 18.659 8.001
141 6.466 4.943
142 8.824
146 10615  7.554 | 7.471
147 5.812
149 6.314

Continua...
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Tabela 10, Cont.

Posicao de Referéncia

Areas

4

153
154
156
158
160
169
173
175
176
179
182
183
186
187
188
191
194
195
199
209
210
214
215
216
218
225
226
228
230
231
232
238
240
252
255
256
259
260
261
264
269
270
271
272

5.469

8.281

10.724

12.920

12.517

8.812

11.273

10.184

9.695

4.481

7.594

15.264
26.324

18.923

19.071

18.773
10.646

8.738

12.152

7.366

8.624

5.135

10.367

8.826 |

9.481

11.753 |

15.108

10.331

18.669

19.013

18.058

17.828

16.097

31.091

11.803

14.922

18.917

5.283

16.524

6.051

14.684

14.361

9.778

8.954

7.469

10.828

8.467

5.339

9.087

9.912
10.705

5.711
12.511

7.463

4.240

8.613

12.511

8.627 |

4.277

8.527

9.239

13.620

15.079

18.913

12.734

6.434
11.882

6.279

12.536

11.798

5.208

10.538

12.441
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Tabela 10, Cont.

Areas

Posicao de Referéncia

277 7.380

279 9.299 11.617

281 12.035 9.772

282 13.011
287 3.898 4.089

288 1.293

3.4. PCR, DGGE, analise de similaridade e indice de diversidade para a-

Proteobacteria

A imagem obtida da eletroforese do gel de agarose dos produtos de
PCR mostra amplificagdo maior nas amostras 2 e 3 de Neossolo e da amostra

4 de Latossolo de mata (Figura 6).
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Figura 6 — Gel de agarose do resultado de PCR para a-Proteobacteria utilizando
primers especificos. Foram aplicados 5 uL de cada amplificado. Solo
1: eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Solo 2: eucalipto, Neossolo
flavico e Lagoa Cristal; Solo 3: mata, Neossolo fluvico e Lagoa
Cristal; Solo 4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal; Solo 5: mata,
Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Solo 6: eucalipto, Latossolo e Lagoa
do Jacinto. Branco corresponde aos reagentes da PCR sem o DNA
molde. O controle positivo utilizado foi Agrobacterium tumefaciens.
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Os solos 3 e 4, ambos usados como reserva legal apresentaram
bandas mais intensas (Figura 7).

Os solos 1 e 6, ambos de plantio de eucalipto, ndo apresentaram
bandas perceptiveis. Esse fato pode ser reflexo de menor numero de
individuos em populagdes, que nao seriam detectadas pela sensibilidade da

técnica (Figura 7).

fa

fa

fa

fa

fa

fa
positivo alfa

brancao

Figura 7 — Perfil eletroforético em DGGE de produtos de PCR dos fragmentos
de 16S rDNA utilizando iniciadores para o-Proteobacteria. Foram
aplicados 20 uL de cada produto da amplificagdo. S1: solo de
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; S2: solo de eucalipto, Neossolo
flavico e Lagoa Cristal; S3: solo de mata, Neossolo fluvico e Lagoa
Cristal; S4: solo de mata, Latossolo e Lagoa Cristal; S5: solo de
mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e S6: solo de eucalipto,
Latossolo e Lagoa do Jacinto. Branco corresponde a PCR sem a
adicao do DNA molde. O controle positivo utilizado foi Agrobacterium
tumefaciens.
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alfa1 (6 entries)

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

alfa1 alfa1

2 3 3 8 Numero Situagao Solo Projeto Obs
' 05 preservagao perm.latossolo lagoa do jacinto mata 100
03 reserva legal neo. flivico lagoa cristal mata 35.7 100

_|: 04 reserva legal latossolo  lagoa cristal mata 370 710 100

02 eucalipto neo. fluvico lagoa cristal colhida 6 m 353 684 378 100
01 eucalipto latossolo  lagoa cristal arvores 256 419 381 408 100
06 eucalipto latossolo  lagoa do jacinto arvores 390 400 364 549 571 100

Figura 8 — Andlise de similaridade para a-Proteobacteria com uso do software GeComparll®. Os nimeros correspondem as areas
amostradas.
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As areas 1 e 6 apresentaram os maiores indices de diversidade
(Figura 9) mas, pela analise da imagem do gel, estas raias apresentaram
muitas bandas de pequena intensidade, podendo significar um grande numero
de UTOs de populagdes pequenas (Figura 7).

As areas 3 e 4 apresentaram indices semelhantes e as suas bandas

apresentaram maior intensidade (Figuras 8 e 9).

3.5

3,135

2,994
3 75138
2,6252 2,5453
25 22801
2
15
;
0.5
0 : : : : :

1euc. Lat.LC 2euc.Neo.LC 3res.NeolLC 4res. Lat. LC Spreserv. Lat. LJ 6euc. Lat.LJ

indice de Diversidade

Areas

Figura 9 — indices de diversidade de a-Proteobacteria em solos sob cultivo de
eucalipto ou mata atlantica. Simbologia = euc.: eucalipto; lat.:
Latossolo; neo.: Neossolo fluvico; LC: Lagoa Cristal; LJ: Lagoa do
Jacinto; res.: reserva legal; e preserv.: preservagado permanente.

Para a-Proteobacteria, as areas referentes a mata ou preservagao
permanente (3, 4 e 5), apresentaram os menores indices de diversidade. A
analise visual da imagem do gel permite observar varias UTOs de pequena
intensidade, possivelmente uma comunidade variada formada por populagcdes
com pequeno numero de organismos, além das populagdes dominantes. A
area 2, onde as arvores de eucalipto haviam sido colhidas, apresentou um
elevado indice para este grupo (Figura 9).

As areas de Mata Nativa que apresentaram os menores indices,
apresentam populagdes maiores (Tabela 12) A area 6, sob plantio de eucalipto

no projeto Lagoa do Jacinto apresentou o segundo maior indice de diversidade.
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Tabela 11 — Média dos indices de diversidade para as areas de eucalipto e
mata das seis amostras de solo coletadas em areas pertencentes
a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no Municipio de Ipaba,
regido do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais, de acordo com o0s
dados da Figura 9

Cobertura Vegetal Média dos indices de Diversidade
Eucalipto 2.981
Mata 2.483

Tabela 12 — Unidades taxondmicas operacionais (UTOs) e seus volumes
obtidos no gel de DGGE de a-Proteobacteria em cada area apos
uso do software GelComparll®. Area 1: eucalipto, Latossolo e
Lagoa Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo flivico e Lagoa Cristal;
Area 3: mata, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; Area 4: mata,
Latossolo e Lagoa Cristal; Area 5: mata, Latossolo e Lagoa do
Jacinto; e Area 6: eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. O
volume corresponde a intensidade de pixels da banda detectada
pelo programa

Volumes
UTOs Areas
1 2 3 4 5 6
1 183 1.669 9.258 9.171 1.274 75
2 273 852 21.750 6.347 1.534 142
3 443 1.753 16.645 21.458 1.840 98
4 353 1.787 13.261 23.838 1.834 542
5 346 1.810 11.989 5.853 4.925 412
6 314 6.653 5.677 3.960 2.311 365
7 710 2.844 16.023 7.584 4.031 555
8 660 2.097 10.286 9.624 3.748 276
9 425 3.331 10.695 17.934 6.389 272
10 432 3.890 16.676 23.714 8.332 476
11 671 4.330 28.793 26.564 9.448 229
12 635 2.126 37.922 20.028 9.044 143
13 1.477 1.164 15.721 23.184 705
14 475 2.446 28.337 12.249 798
15 337 4.176 8.539 4.073 1.113
16 304 5777 3.810 1.750
17 641 8.905 1.122
18 604 6.407 0
19 988 7.851 2.346
20 981 641 379
21 768 870 1.148
22 1.036 610
23 737 785
24 1.478 1.150
25 668 2.702
26 732 2.176
27 2.498
28 541
29 755
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A analise para o-Proteobacteria mostrou indices de diversidade
maiores nas areas de eucalipto do que nas areas de mata (Figura 9).

Os indices ndo mostraram diferenca significativa em relagao ao tipo de
solo, sendo a média dos indices de diversidade dos Latossolo de 2.738 e a
média referente aos Neossolo fluvico de 2.719, apresentando uma diferenca

entre eles de 0,69% em relagdo ao maior valor (Tabela 13).

Tabela 13 — Média dos indices de diversidade para os solos de acordo com as
classes Latossolo e Neossolo das seis amostras de solo coletadas
em areas pertencentes a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira) no
Municipio de Ipaba, Regido do Vale do Rio Doce em Minas
Gerais, conforme dados da Figura 9

Classe de Solo Média dos indices de Diversidade
Latossolo 2.738
Neossolo 2.719

A analise de similaridade mostrou uma maior semelhanca entre as
areas 3 e 4 e estes com a area 2 e deixou bem diferenciadas as areas 1, 5e 6
(Figura 8).

A anadlise da imagem do gel das a-Proteobacteria ndo apresentou
muitas repeticdes entre as UTOs percebidas (Tabela 14).

As repeticdes observadas nas areas 3 e 4 (Tabela 14) reforcam o

agrupamento obtido pela analise de similaridade (Figura 8).

3.5. PCR, DGGE, analise de similaridade e indice de diversidade para -

Proteobacteria

A imagem obtida da eletroforese do gel de agarose dos produtos de
PCR mostra heterogeneidade entre todas as amostras (Figura 10).

As areas 4 e 6 apresentaram bandas mais intensas, enquanto as areas
1, 3 e 5 ndo apresentaram bandas perceptiveis (Figura 11). Isso foi atribuido a
presenca de menor numero de individuos em populagdes, que ndo foram

detectados pela sensibilidade da técnica.
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Tabela 14 — Posicao de referéncia e volumes das UTOs no gel de DGGE para
a-Proteobacteria determinado pelo software GelComparll®.
Posicéo de referéncia dada pela altura da banda no gel. Area 1:
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo
flivico e Lagoa Cristal; Area 3: mata, Neossolo flavico e Lagoa
Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 5: mata,
Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6: eucalipto, Latossolo e
Lagoa do Jacinto

Areas

Posicao de Referéncia

4 75
12 183

14 142
17 1.274

19 98
24 273

27 542
29 1.669

30 1.534
44 443

52 353

58 1.840

60 412
73 365
76 852

81 346

84 555
87 1753 1.834

89 314
101 276
104 710
109 660
120 272
123 425
136 432
140 476
147 229
153 143
155 9.258
156 9.171
159 1.787
163 671 6.347
164 705
172 1.810
180 798
184 635
197 1.113
198 21.750

Continua...

32



Tabela 14, Cont

Areas

Posicao de Referéncia

199 4.925

200 6.653 21.458

203 1477

209 16.645

210 23.838

211 475

212 1.750
215 337 2.844

216 13.261

221 304

222 2097

224 1.122
229 641

233 3.331

235 11.989

236 2.346
237 604

240 3.890

241 5.677

245 379
249 988

252 4.330 1.148
253 16.023

257 2.126

258 981 610
259 5.853

262 1.164

266 2.311

273 768 3.960

274 10.286

275 785
277 2.446

279 7.584

282 4.176 10.695

284 1.036 4.031 1150
290 3.748

291 9.624

296 5.777

299 16.676

307 8.905

308 6.389

310 28.793 17.934

317 737

318 8.332 2.702
322 23.714

327 6.407

Continua...
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Tabela 14, Cont

Areas

Posicao de Referéncia

329 37.922

330 1.478

331 9.448

332 26.564

343 15.721

346 20.028

351 7.851

352 9.044 2.176
355 28.337 23.184

357 668

358 2.498
361 8.539

363 12.249

364 732

373 541
376 3.810 4.073

378 641

379 755
381 870

51 beta
52 beta
53 beta
54 beta
59 beta
56 beta
positivo beta
branco

l

|

i
il

Figura 10 — Gel de agarose do resultado da PCR para [B-Proteobacteria
utilizando primers especificos. Foram aplicados 5 uL de cada
amplificado. S1: solo de eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; S2:
solo de eucalipto, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; S3: solo de
mata, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; S4: solo de mata, Latossolo
e Lagoa Cristal; S5: solo de mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e
S6: solo de eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. Branco
corresponde aos reagentes da PCR sem o DNA molde. O controle
positivo utilizado foi Alcaligenes xylosoxidans (ATCC 13138).
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Figura 11 — Perfil eletroforético em DGGE de produtos de PCR dos fragmentos
de 16S rDNA utilizando iniciadores para B-Proteobacteria. Foram
aplicados 20 uL de cada produto da amplificagdo. S1: solo de
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; S2: solo de eucalipto,
Neossolo flivico e Lagoa Cristal; S3: solo de mata, Neossolo
flavico e Lagoa Cristal; S4: solo de mata, Latossolo e Lagoa
Cristal; S5: solo de mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e S6: solo
de eucalipto, Latossolo, Lagoa do Jacinto. Branco corresponde a
PCR sem a adicdo do DNA molde. O controle positivo utilizado foi
Alcaligenes xylosoxidans (ATCC 13138).
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beta1 (6 entries)

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

beta1 beta1
s ¢ g g 8 Numero Situagao Solo Projeto Obs
01 eucalipto latossolo lagoa cristal arvores 100
05 preservagéo per. latossolo lagoa do jacinto mata 28.6 100
03 reserva legal neo. fluvico lagoa cristal mata 182 267 100
06 eucalipto latossolo lagoa do jacinto arvores 0.0 00 333 100
04 reserva legal latossolo lagoa cristal mata 00 235 286 286 100
L 02 eucalipto neo. fluvico lagoa cristal colhida 6 m 00 125 0.0 00 267 100

Figura 12 — Analise de similaridade p-Proteobacteria com uso do software GelComparll®. Os nimeros correspondem as areas
amostradas.
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Em numeros absolutos, as areas de mata apresentaram maiores

indices de diversidade do que as areas de eucalipto (Figura 13).

25

15

indice de Diversidade

1,928

1,6722 1,6511

1,7208
115031 1!4666 I I E

leuc. Lat. LC 2Z2euc.Neo LC 3res.NeolLC 4res. Lat LC Spreserv.Lat. 6Beuc Lat LJ
LJ

Areas

Figura 13 — indices de diversidade de p-Proteobacteria em areas sob cultivo de

eucalipto ou mata atlantica. Simbologia: euc.= eucalipto; lat. =
Latossolo; neo. = Neossolo fluvico; LC: Lagoa Cristal; LJ: Lagoa do
Jacinto; res.: reserva legal; e preserv.: preservacado permanente.

Tabela 15 — Média dos indices de diversidade para as areas de eucalipto e

mata das seis amostras de solo coletadas em areas pertencentes
a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no municipio de Ipaba,
regidao do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais, de acordo com os
dados da Figura 13

Cobertura Vegetal Média dos indices de Diversidade
Eucalipto 1.570
Mata 1.750

As areas 5, 6, 3 e 4 apresentaram os maiores indices de diversidade

(Figura 13). Nesse grupo, a area 6 também apresentou indice de diversidade

maior em areas de mata, assim como ocorreu na analise de Eubacterias.

Novamente, para a avaliagao dos fatores que resultaram na maior diversidade

nessa area sao necessarios outros estudos.
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Tabela 16 — Unidades taxondmicas operacionais (UTOs) e seus volumes
obtidos no gel de B-Proteobacteria em cada area apos uso do
software GelComparll®. Area 1: eucalipto, Latossolo e Lagoa
Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 3:
mata, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 4; mata, Latossolo e
Lagoa Cristal; Area 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area
6: eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. O volume corresponde
a intensidade de pixels da banda detectada pelo programa

Volumes
UTOs Areas

1 2 3 4 5 6
1 797 383 494 18.313 487 7.625
2 753 328 2.322 13.841 364 4.252
3 165 3.290 842 8.991 620 11.543
4 416 3.766 1.881 3.316 362 5.475
5 554 2.197 1.742 4.642 332 5.135
6 - 5.656 917 5.700 1.191 4.431
7 - - - 324 1.511 -
8 - - - - 840 -

As areas 1 e 2 sob plantio de eucalipto na area do projeto Lagoa do
Jacinto apresentaram os menores indices de diversidade, comparativamente
com as areas de mata (Figura 13). A area 4 foi a que apresentou bandas com
maiores intensidades, sendo também a que apresentou maior quantidade de
DNA genbmico extraido. Este grupo de bactérias apresentou poucas UTOs
(Figura 11).

A analise de similaridade mostrou um maior agrupamento entre as
areas 1 e 5; 3 e 6 e estas com a area 4; ficando a area 2 mais diferenciada das
demais (Figura 12).

Os indices ndo mostraram diferenga significativa em relagéo ao tipo de
solo. A média dos indices de diversidade dos Latossolo foi de 1.700 e a média
referente ao Neossolo fluvico foi de 1.579, apresentando uma diferenga entre
eles de 7,12% em relacdo ao maior valor (Tabela 17).

Em pB-Proteobacteria ndo ocorreram repeticdes de UTOs dentro das
areas em estudo. Os menores graus de similaridade obtidos nestas areas
foram atribuidos a esse fato (Figura 12). Estas UTOs podem indicar um
caminho para a obtengdo de marcadores para a avaliagcdo do impacto dos

fatores de estresse sobre este grupo (Tabela 18).
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Tabela 17 — Média dos indices de diversidade para o Latossolo e o Neossolo

das seis amostras de solo coletadas em areas pertencentes a
CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no municipio de Ipaba,
Regido do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais, de acordo com o0s
dados da Figura 13

Classe de Solo Média dos indices de Diversidade
Latossolo 1.700
Neossolo 1.579

Tabela 18 — Posicao de referéncia e volumes das UTOs no gel de DGGE para

o grupo B-Proteobacteria determinado pelo software GelComparlI®.
Posicéo de referéncia dada pela altura da banda no gel. Area 1:
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo
fluvico e Lagoa Cristal; Area 3: mata, Neossolo flivico e Lagoa
Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 5: mata,
Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6: eucalipto, Latossolo e
Lagoa do Jacinto

Posicao de Referéncia

Areas

7
22
27
44
47
64
73
78
84
94
98

104
105
134
138
140
142
183
184
187
190
193

494

797
2.322

383
753

328

842

3.290

1.881

165

3766

18.313

13.841

8.991

487

364

620

362
332

1.191

7.625

4.252

11.543
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Tabela 18, Cont.

Posigdo de Referéncia

Areas

211
216
230
233
238
240
243
244
260
262
265
266
269
287

2.197
416

5.656

554

1.742

917

3.316

4.642

5.700

324

1.511

840

5.475

5.135

4.431

3.6. PCR, DGGE, analise de similaridade e indice de diversidade para y-

Proteobacteria

A imagem obtida da eletroforese do gel de agarose dos produtos de

PCR mostra amplificagdo homogénea entre todas as amostras (Figura 14).

Figura 14 — Gel de agarose do resultado de PCR para y-Proteobacteria na

! ]
e S e e

seguinte ordem da esquerda para direita: 100 bp, Area 1a, Area 1b,
Area 2, Area 3, Area 4, Area 5, Area 6, branco e controle positivo,
utilizando primers especificos. Foram aplicados 5 uL de cada
amplificado. Areas 1a e 1b: eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal;
Area 2: eucalipto, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 3: mata,
Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa
Cristal; Area 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6:
eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. Branco corresponde aos
reagentes da PCR sem o DNA molde. O controle positivo utilizado
foi Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525). A area 1 foi aplicada
duas vezes para se comparar e confirmar o resultado da amplificagao.
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Todas as amostras apresentaram um padrao uniforme de bandeamento,

tanto quanto ao numero quanto a intensidade das bandas (Figura 15).
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Figura 15 — Perfil eletroforético em DGGE de produtos de PCR dos fragmentos
de 16S rDNA utilizando iniciadores para y-Proteobacteria. Foram
aplicados 20uL de cada produto da amplificagdo. S1a e b: solo de
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; S2: solo de eucalipto,
Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; S3: solo de mata, Neossolo
flavico e Lagoa Cristal; S4: solo de mata, Latossolo e Lagoa Cristal;
S5: solo de mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e S6: solo de
eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. Branco corresponde a
reacdo de PCR sem a adicdo do DNA molde. O controle positivo
utilizado foi Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525). A area 1 foi
aplicada duas vezes para se comparar e confirmar o
comportamento da amplificagcao no gel.
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gama1 (6 entries)

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
gama1 gama1

Numero Situagao Solo Projeto Obs
06 eucalipto latossolo lagoa do jacinto  arvores 100
} 02 eucalipto neo. flivico  lagoa cristal colhida 6 m 58.8 100
‘ 05 preservagdo perm. latossolo lagoa do jacinto  mata 66.7  66.7 100
01 eucalipto latossolo lagoa cristal arvores 737 625 700 100
03 reserva legal neo. flivico  lagoa cristal mata 556 667 632 824 100
04 reserva legal latossolo lagoa cristal mata 50.0 588  57.1 737 667 100

Figura 16 — Analise de Similaridade para y-Proteobacteria com uso do software GelComparll®. Os nimeros correspondem as areas
amostradas.
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Os indices ndo mostraram diferenca significativa em relagéo ao uso do
solo. A média dos indices de diversidade dos solos de eucalipto foi de 2.042 e
a média referente aos solos de mata foi de 2.201, apresentando uma diferenga

entre eles de 7,22% em relagéo ao maior valor (Figura 17).

M
n

t
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(4]

indice de Diversidade

=]

jeuc.Lat. LC 2Zeic.Neo.LC 3res.NeolT 4ies.Lat.LC Spreserv.Lal. 6&edc. Lat. Ld
LJ

Areas

Figura 17 — indices de diversidade de y-Proteobacteria em areas sob cultivo de
eucalipto ou mata atlantica. Simbologia: euc.: eucalipto; lat.:
Latossolo; neo.: Neossolo fluvico; LC: Lagoa Cristal; LJ: Lagoa do
Jacinto; res.: reserva legal; e preserv.: preservagao permanente.

Tabela 19 — Média dos indices de diversidade para as areas de eucalipto e
mata das seis amostras de solo coletadas em areas pertencentes
a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no municipio de Ipaba,
regido do Vale do Rio Doce em Minas Gerais, de acordo com o0s
dados da Figura 17

Cobertura Vegetal Média dos indices de Diversidade
Eucalipto 2.042
Mata 2.201

As areas 5, 4, 6 e 3 apresentaram os maiores indices respectivamente.
Novamente, a area 6 aparece com alto indice de diversidade. As areas sob
plantio de eucalipto (1 e 2) apresentaram os menores indices (Figura 17).

Os indices ndo mostraram diferengca em relagdo ao tipo de solo. A
meédia dos indices de diversidade dos solos do tipo Latossolo foi de 2.192 e a
média referente aos solos do tipo Neossolo fluvico foi de 1.980, apresentando

uma diferenca entre eles de 9,65% em relagcado ao maior valor (Figura 17).
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Tabela 20 — Unidades taxondmicas operacionais (UTOs) e seus volumes obtidos
no gel de DGGE de y-Proteobacteria em cada area apds uso do
software GelComparll®. Area 1: eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal;
Area 2: eucalipto, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 3: mata,
Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa
Cristal; Area 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6:
eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. O volume corresponde a
intensidade de pixels da banda detectada pelo programa

Volumes
UTOs Areas
1 2 3 4 5 6

1 20.195 25.913 17.401 27179 20.144 17.084
2 8.974 11.700 11.341 24.296 11.717 13.618
3 7.855 20.676 18.408 33.541 6.857 7.216
4 16.526 21.076 19.166 10.254 16.822 3.026
5 17.119 22.458 20.669 10.510 17.356 14.624
6 17.677 14.664 13.916 20.232 17.071 14.063
7 17.755 22.186 8.070 20.953 18.373 13.738
8 17.335 18.370 20.949 8.081 5.166
9 17.625 26.318 3.809
10 8.298 22.604 7.215
11 15.547

Tabela 21 — Média dos indices de diversidade para os solos das seis amostras
de solo coletadas em areas pertencentes a CENIBRA (Celulose
Nipo-Brasileira), no municipio de lIpaba, regido do Vale do Rio
Doce, em Minas Gerais, de acordo com as classes Latossolo e
Neossolo, de acordo com os dados da Figura 17

Classe de Solo Média dos indices de Diversidade
Latossolo 2.192
Neossolo 1.980

A andlise de similaridade mostrou a mesma heterogeneidade do grupo
B-Proteobacteria, ndo agrupando as areas por nenhuma das caracteristicas
dos solos (Figura 16).

As areas de mata (3, 4 e 5) apresentaram repeticdes de 3 UTOs em
todas elas simultaneamente e outras 3 UTOs em pelo menos duas das areas,
enquanto as areas de eucalipto (1, 2 e 6) ndo apresentaram repeticbes das
UTOs percebidas (Tabela 22). Estas repeticdes ndo ajudaram a contrastar os

graus de similaridades obtidos (Figura 16).
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Tabela 22 — Posicao de referéncia e valores das UTOs no gel de DGGE para o
grupo y-Proteobacteria determinado pelo software GelComparlI®.
Posicédo de referéncia dada pela altura da banda no gel. Area 1:
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo
fluvico, Lagoa Cristal; Area 3:- mata, Neossolo flivico e Lagoa
Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 5: mata,
Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6: eucalipto, Latossolo e
Lagoa do Jacinto

Areas
1 2 3 4 5 6
6 20.144  17.084
7 17401 27.179
9 25.913
18 20.195
23 24.296 13.618
31 33.541
37 10.254
45 8.974
46 11.700
47 11.341 10510 11.717
48 7.216
63 7.855 6.857
65 3026
112 16.526
114 20.676  18.408
115 20232  16.822 | 14.624
116 17.119
118 21.076  19.166
119 17.356
120 20.953 14.063
140 17.677
141 22.458
142 | 20669 20949  17.071 |
143 13.738
146 17.755
147 | 13.916 18.373 |
188 5.166
192 14.664
194 8.081
241 8.070
264 26.318
269 22.604
329 17.625
333 3.809
334 17.335 7.215
335 22186 | 18.370  8.298 15547

Posicao de Referéncia
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3.7. PCR, DGGEa analise de similaridade e indice de diversidade para

Actinobacteria e Firmicutes

A imagem obtida da eletroforese do gel de agarose dos produtos de
PCR, para Firmicutes, mostra amplificagdo homogénea entre todas as
amostras. O resultado para Actinobacteria também se apresenta homogéneo,
mas com menor intensidade nas bandas (Figura 18).
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Figura 18 — Gel de agarose do resultado de PCR para Actinobacteria e Firmicutes
utilizando primers especificos. Foram aplicados 5 uL de cada
amplificado. S1: solo de eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; S2:
solo de eucalipto, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; S3: solo de
mata, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; S4: solo de mata, Latossolo
e Lagoa Cristal; S5: solo de mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e
S6: solo de eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. Branco
corresponde aos reagentes da PCR sem o DNA molde. O controle
positivo para Firmicutes foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
e Bacillus cereus (ATCC 14579). Marcador de tamanho de 100 pb.

A presenca de populacdes de Actinobacteria nas areas praticamente
nao foi visualmente percebida, podendo significar populacbes pequenas
indetectaveis pela sensibilidade da técnica utilizada (Figura 19).

Na pesquisa de Firmicutes somente a area 1 se apresentou da maneira
citada acima, as outras bandas apresentaram pelo menos 2 bandas intensas e

comuns a todas as areas (Figura 19).
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Figura 19 — Perfil eletroforético em DGGE de produtos de PCR dos fragmentos
de 16S rDNA dtilizando iniciadores para  Actinobacteria e
Firmicutes. Foram aplicados 20 [IL de cada produto da
amplificacdo. S1: solo de eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; S2:
solo de eucalipto, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; S3: solo de
mata, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; S4: solo de mata,
Latossolo e Lagoa Cristal; S5: solo de mata, Latossolo e Lagoa do
Jacinto; e S6: solo de eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto.
Branco corresponde a reagcdao de PCR sem a adicdo do DNA
molde. O controle positivo Firmicutes foram Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Bacillus cereus (ATCC 14579).

Os indices ndo mostraram diferenca significativa em relagéo ao uso do
solo. A média dos indices de diversidade dos solos de eucalipto foi de 1.42 e a
referente aos solos de mata foi de 1.56, apresentando uma diferenga entre eles
de 8,97% em relagdo ao maior valor (Tabela 23).

Das areas de mata, as de numeros 5 e 3 apresentaram os maiores
indices, e a area 4 um dos menores (Figura 22).

Das areas sob plantio de eucalipto as de numero 1 e 6 foram as com
os maiores indices de diversidade, quando comparados com as de mata,

enquanto o da area 2 (arvores colhidas) o menor (Figura 22).
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act1 (6 entries)

Dice (Tol 2.3%-2.3%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

act1 act1
s ¢ g g & Numero Situagao Solo Projeto Obs

04 reserva legal latossolo lagoa cristal mata 100

05 preservagéo pe. latossolo lagoa do jacinto mata 61.5 100

06 eucalipto latossolo lagoa do jacinto arvores 364 571 100
02 eucalipto neo. fluvico lagoa cristal ~ colhida 6 m 364 286 167 100
03 reserva legal neo. flivico lagoa cristal mata 286 235 133 267 100
01 eucalipto latossolo lagoa cristal  arvores 182 143 0.0 00 133 100

Figura 20 — Anadlise de similaridade para Actinobacteria com uso do software GelComparll®. Os numeros correspondem as areas
amostradas.
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firmi1 (6 entries)

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]

firmi1 firmi1
2 3 3 3 Numero Situagao Solo Projeto Obs
‘.‘ ’ !: 04 reserva legal latossolo lagoa cristal mata 100
! !!’5 ! 05 preservagao perm. latossolo lagoa do jacinto mata 77.8 100
1 . 03 reserva legal neo. flivico lagoa cristal mata 58.8 706 100
‘ w. 06 eucalipto latossolo lagoa do jacinto arvores 66.7 571 600 100
m ;- q-l" 02 eucalipto neo. flivico lagoa cristal colhida 6 m 400 480 583  57.1 100
p 01 eucalipto latossolo lagoa cristal arvores 207 276 286 438 500 100

Figura 21 — Analise de similaridade para Firmicutes com uso do software GeIComparII®. Os numeros correspondem as areas
amostradas.
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Actinobacteria:
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Figura 22 — indices de diversidade de Actinobacteria e as &reas coletadas.
Simbologia: euc.: eucalipto; lat.: Latossolo; neo.: Neossolo fluvico;
LC: lagoa Cristal; LJ: Lagoa do Jacinto; res.: reserva legal; preserv.:
preservagao permanente.

Tabela 23 — Média dos indices de diversidade de Actinobacteria para as areas
de eucalipto e mata das seis amostras de solo coletadas em areas
pertencentes a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no municipio
de Ipaba, regido do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais, de
acordo com os dados da Figura 22

Cobertura Vegetal Média dos indices de Diversidade
Eucalipto 1.42
Mata 1.56

A andlise de similaridade agrupou as areas 4 e 5 (mata nativa) com
maiores graus de similaridade e mostrou menor grau com as areas sob plantio
de eucalipto, incluindo a area 3 (mata), a qual apresentou menor similaridade
em relacao as areas 4 e 5 (Figura 20).

Os indices ndo mostraram diferenga em relagdo ao tipo de solo. A
média dos indices de diversidade dos solos do tipo Latossolo foi de 1.535 e a
referente ao Neossolo fluvico foi de 1.392, apresentando uma diferenga entre

eles de 9,33% em relacdo ao maior valor (Tabela 25).
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Tabela 24 — Unidades taxondmicas operacionais (UTOs) e seus volumes
obtidos no gel de DGGE de Actinobacteria em cada area apds uso
do software GelComparll®. Area 1: eucalipto, Latossolo e Lagoa
Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 3:
mata, Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; Area 4: mata, Latossolo e
Lagoa Cristal; Area 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area
6: eucalipto, Latossolo e Lagoa do Jacinto. O volume corresponde
a intensidade de pixels da banda detectada pelo programa

Volumes
UTOs Areas
1 2 3 4 5 6

1 248 1.216 530 1.134 59 198
2 764 441 595 1.828 1.134 822
3 995 862 260 4.779 1.117 3.296
4 294 567 763 12.144 645 463
5 608 800 187 13.213 1.526 1.987
6 434 6.700 552 1.242 3.419
7 2.553 2.823

8 1.048 5.723

9 5.008

Tabela 25 — Média dos indices de diversidade de Actinobacteria para os solos
das seis amostras de solo coletadas em areas pertencentes a
CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no municipio de Ipaba,
regido do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais, de acordo com as
classes Latossolo e Neossolo, de acordo com os dados da Figura

22
Classe de Solo Média dos indices de Diversidade
Latossolo 1.535
Neossolo 1.392

A analise da ocorréncia e repetigdo das UTOs nas areas para o grupo
Actinobacteria ndo indicou similaridades entre elas. Para as areas de mata (3,
4 e 5) somente 1 de 9 UTOs possiveis se repetiu nas 3. Este resultado aponta
para uma grande diferenca entre as populagdes de actinomicetes nestes solos
(Tabela 26).
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Tabela 26 — Posicao de referéncia e valores das UTOs no gel de DGGE para o
grupo Actinobacteria determinado pelo software GelComparll®.
Posicdo de referéncia dada pela altura da banda no gel. Area 1:
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo
fluvico e Lagoa Cristal; Area 3: mata, Neossolo flivico e Lagoa
Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 5: mata,
Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6: eucalipto, Latossolo e
Lagoa do Jacinto

Areas

Posicao de Referéncia

1" 248

15 59

16 198
27 530

32 1.216

43 764

47 822
49 1.134

65 595

74 1.117

95 260

100 441

111 763

115 3.296
125 995

128 645

131 862

135 1.134

155 463
166 187

192 5562

214 294

231 567

233 1.828

235 1.526

256 2.553

257 800

273 4.779 1.242

274 1.987
294 608 1.048

296 2.823

297 12.144

322 6.700 3.419
323 5.008 13.213 5.723

327 434
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Firmicutes:
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Figura 23 — indices de diversidade de Firmicutes e as areas coletadas.
Simbologia = euc.: eucalipto; lat.: Latossolo; neo.: Neossolo fluvico;
LC: Lagoa Cristal; LJ: Lagoa do Jacinto; res.: reserva legal; e
preserv.: preservagao permanente.

Os indices ndo mostraram diferengca em relagdo ao uso do solo. A
média dos indices de diversidade dos solos de eucalipto foi de 2.406 e a
referente aos solos de mata foi de 2.079, apresentando uma diferenca entre

eles de 13,59% em relagado ao maior valor (Tabela 27).

Tabela 27 — Média dos indices de diversidade de Firmicutes para as areas de
eucalipto e mata das seis amostras de solo coletadas em éareas
pertencentes a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no municipio
de lIpaba, regidao do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais, de
acordo com os dados da Figura 23

Cobertura Vegetal Média dos indices de Diversidade
Eucalipto 2.406
Mata 2.079

As areas 2, 1 e 6 (eucalipto) apresentaram os maiores indices,
contrastando com as areas 3, 5 e 4 (mata) que apresentaram os menores em
ordem decrescente (Figura 23). Para este grupo os resultados obtidos mostram
maior diversidade em areas sob plantio de eucalipto do que em area de mata

nativa (Figura 23).
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Tabela 28 — Unidades taxondmicas operacionais (UTOs) e seus volumes
obtidos no gel de Firmicutes em cada area apos uso do software
GelComparll®. Area 1: eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Area
2: eucalipto, Neossolo flivico e Lagoa Cristal; Area 3: mata,
Neossolo fluvico e Lagoa Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa
Cristal; Area 5: mata, Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6:
eucalipto, Latossolo, Lagoa do Jacinto. O volume corresponde a
intensidade de pixels da banda detectada pelo programa

Volumes
UTOs Areas
1 2 3 4 5 6

1 160 16.171 6.115 21.261 15.091 4.612
2 501 8.519 3.763 2.890 18.005 14.503
3 287 7.006 1.409 16.513 9.802 17.352
4 447 8.736 14.991 3.534 1.912 5.426
5 913 5.242 14.303 2.235 2.216 2.746
6 421 4.326 11.149 4.753 4.106 10.052
7 521 10.175 7.802 5.906 6.082 3.177
8 565 1.469 2.429 2.127 3.353 9.210
9 561 2.333 5.986 7.592 6.859 3.633
10 617 1.447 4.101 11.455 5.851
11 757 6.231 3.163 3.747
12 636 4,989 4.721 6.440
13 357 5.773

14 868 4.787

15 452 3.595

16 1.099 6.434

17 1.433 3.670

18 2.154

19 8.032

20 55

A analise de similaridade agrupou em ordem areas de mata e depois
as de eucalipto (Figura 21).

Os indices ndo mostraram diferenga em relagdo ao tipo de solo. A
meédia dos indices de diversidade dos solos do tipo Latossolo foi de 2.153 e a
média referente aos solos do tipo Neossolo fluvico foi de 2.477, apresentando

uma diferencga entre eles de 13,08% em relagdo ao maior valor (Tabela 29).
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Tabela 29 —

Média dos indices de diversidade de Firmicutes para os solos das
classes Latossolo e Neossolo das seis amostras de solo coletadas
em areas pertencentes a CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira), no
municipio de Ipaba, regido do Vale do Rio Doce, em Minas Gerais,
de acordo com os dados da Figura 23

Classe de Solo Média dos indices de Diversidade
Latossolo 2.153
Neossolo 2477

Os geis referentes a areas de mata (3, 4 e 5) apresentaram repetigao

na ocorréncia das mesmas UTOs de Firmicutes, apontando para uma

similaridade

quanto a composicao das suas populagcdes. De um maximo de 12

UTOs percebidas na area 3, 5 delas se repetem em pelo menos uma das

outras duas

areas de mata. Além dessas, outras 2 UTOs se repetem somente

nas areas 4 e 5 (Tabela 30). Estas repeticdes reforcam os graus de similaridade

obtidos pelas areas (Figura 21).

Tabela 30 —

Posicao de referéncia e valores das UTOs no gel de DGGE para o
grupo Firmicutes determinado pelo software GelComparll®.
Posicéo de referéncia dada pela altura da banda no gel. Area 1:
eucalipto, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 2: eucalipto, Neossolo
fluvico e Lagoa Cristal; Area 3: mata, Neossolo flivico e Lagoa
Cristal; Area 4: mata, Latossolo e Lagoa Cristal; Area 5: mata,
Latossolo e Lagoa do Jacinto; e Area 6: eucalipto, Latossolo e
Lagoa do Jacinto

Posicao de Referéncia

Areas

6
7
15
26
29
34
35
44
45
50
58
62
63

16.171
4.612
160

21.261 15.091

14.503
8.519
501
6.115
287 7.006
8.736
447
3.763
2.890

Continua...
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Tabela 30, Cont.

Posicdo de Referéncia

Areas

79

80

93

111
117
118
139
140
140
145
146
178
189
190
191
196
206
216
217
220
221
222
227
228
229
232
235
236
237
245
246
248
250
254
264
265
269
276
282
287
297

913

421
521

565

561

617

757

636

357

868

452
1.099

1.433
2.154

5.242
4.326

10.175

1.469

2.333

1.447

6.231

4.989

5.773

4.787

3.595

1.409

14.991

18.005

17.352

16.513

5.426

14.303

3.534

9.802

11.149

2.235

7.802

4.753

2.429

5986

1.912

2.216

4.106

2.746

10.052

3.177

5.906

6.082

9.210

4.101

2127

3.163

3353

6.859

3633

5.851

3.747
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Tabela 30, Cont.

Posicdo de Referéncia

Areas

6
322 6.434
324 8.032
328 3.670 11.455 6.440
329 4.721 7.592
352 55

Nas areas sob cultivo de eucalipto (1, 2 e 6) ndo houve ocorréncias de

UTOs equivalentes. Entre as areas 1 e 2, de um total de 20 UTOs, somente

trés se mostraram equivalentes nos geis (Tabela 30).

Grupos bacterianos

indice de diversidade

act alfa beta gama firmi eubac
B 1euc Lat. LC 1,6798 3,135 1,5031 2,0381 2,3451 2,6551
W 2 euc. Neo. LC 1,0969 2,8138 1,4868 1,9177 2,6725 2,5352
W 3res. Neo LC 1,6881 2,6252 1,6722 2,0432 2,2829 2,9752
W 4res. Lat. LC 1,2894 2,5453 1,6511 2,2226 1,8743 3,0328
m 5 preserv. Lat. LJ 1,7019 2,2801 1,928 2,3367 2,0815 2,8467
m6euc. Lat. LJ 1,4701 2,994 1,7208 2,171 2,3121 2,9852

Figura 24 — Grafico comparativo dos indices de diversidade dos grupos de
micro-organismos nas areas estudadas. Simbologia =
eucalipto; lat.: Latossolo; neo.: Neossolo fluvico; LC: Lagoa Cristal,
LJ: Lagoa do Jacinto; res.: reserva legal; e preserv.= preservacao
permanente.
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euc.:
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1E.LLC. 2 E.N.LC. 3 M.N.LC. 4 M.L.LC. 5 M.L.LJ. GE.L.LJ.
mact 1,6798 1,0969 1,6881 1,2894 1,7019 1,4701
M alfa 3,135 2,8138 2,6252 2,5453 2,2801 2,994
M beta 1,5031 1,4868 1,6722 1,6511 1,928 1,7208
Hgama 2,0381 1,9177 2,0432 2,2226 2,3267 2,171
M firmi 2,3451 2,6725 2,2829 1,8743 2,0815 2,3121
m eubac 2,6551 2,5352 2,9752 3,0328 2,8467 2,9852

Figura 25 — Grafico comparativo das areas estudadas e indice de diversidade
dos grupos de micro-organismos. Simbologia = euc.: eucalipto;
lat.: Latossolo; neo.: Neossolo fluvico; LC: Lagoa Cristal; LJ: Lagoa
do Jacinto; res.: reserva legal; e preserv.: preservagao permanente.

Os grupos com os maiores indices de diversidade, independentemente
das caracteristicas das areas, foram respectivamente: o-Proteobacteria,
Firmicutes e y-Proteobacteria, a semelhanga do resultado obtido por Silveira
(2006), ao caracterizar populagdes dominantes de Acidobacteria, Actinobacteria
e Proteobacteria em estudo de solo sob cultivo de eucalipto e sob mata nativa
no estado de Sao Paulo.

A presenga de muitas UTOs com baixa densidade populacional
significando condi¢gbes adversas que n&o permitem o desenvolvimento das

populagdes.
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4. CONCLUSOES

Nas areas 1, 2, 3, 4 e 6 os maiores indices de diversidade correspon-
deram a o-Proteobacteria, filo com o segundo maior indice na area 5. A
ocorréncia desse filo foi constatada como dominante em todos os solos,
Latossolo e Neossolo fluvico, e sob as coberturas vegetais de mata nativa e
eucalipto.

A diversidade em Firmicutes e y-Proteobacteria foi expressiva, porém
em Actinobacteria e B-Proteobacteria a diversidade foi menor em todas as
areas sob estudo.

As médias dos indices de diversidade de filos considerando as classes
de solo foram maiores em Latossolo, excetuando-se a de Firmicutes, em que a
maior diversidade foi em solo sob eucalipto.

O maior indice de diversidade de Eubacteria em solos sob mata do que
nos sob eucalipto corrobora a afirmativa de que a cobertura vegetal determina

alteracdes na diversidade da comunidade microbiana.
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