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RESUMO

OLIVEIRA, Fernanda Cristina Caparelli de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2015.Emissdo de gases de efeito estufa e dinamica da populacéo
microbiana e do carbono no solo em povoamento de eucalipto implantado no
Bioma Pampa Orientador: Ivo Ribeiro da Silva. Coorientadores: Emanulle Mercés
Barros Soares e Igor Rodrigues de Assis.

A contribuicao da agricultura para as emissdes dos gases de efeito estufa (GEE) tem
sido abordada em varios estudos. Os solos podem atuar como fonte ou dreno destes
gases. O sequestro de C no solo pode contribuir para a mitigacdo das mudancas
climaticas em algumas regifes, dependendo das opc¢des disponiveis para as praticas
de manejo e uso do solo. Este estudo esta dividido em 2 experimentos, 0s quais
foram conduzidos em umiaea localizada no municipio de Sdo Gabriel (30°26” S;

54°31° W), regido da Depressdao Central, Rio Grande do Sul, Brasil. O experimento

1 teve como objetivos: (1) avaliar as emissfes de €E@H, em uma area de
substituicdo do Bioma Pampa por plantio de Eucalipto; (2) avaliar as emissdes de
CO. na floresta de eucalipto frente a diferentes entradas de C ao solo; (3) determinar
a contribuicdo da respiracdo autotréfica para os fluxoC@g (4) avaliar a
concentracdo de GOCHs nas camadas do solo sob o bioma Pampa e o plantio de
eucalipto, (5) determinar a contribuicdo relativa do @®eucalipto para as camadas

do solo. Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados (DBC) com 4 repeticdes.
Nas areas de eucalipto, para a quantificacdo da concentracao,dEHZ@ razao
isotopica do carbondC/A°C), os tratamentos consistiram em 2 posicées no talhdo

(L ou EL), 2 manejos da serapilheira [com (+S) e sem (-S)], 2 aportes de C radicular
[com (+R) e sem (-R) um tratamento adicional (Bioma Pampa). Nos pampas, para

a comparagdo da concentragdo de,OCHs e *3C/*C e fluxo de C@ CHs com o

plantio de eucalipto, foi utilizado o delineamento sistematico. Durante 29 meses de
crescimento da floresta de eucalipto, as emissdes ddotddn maiores na area do
Pampa do que no plantio florestal. O mesmo foi observado para a concentracéo de
CO, ao longo do perfil do solo, até 1 m de profundidade. O estabelecimento de
plantios de eucalipto ndo alterou as emissdes de £ldontribuicdo da respiracéo
autotrofica para a respiragéo do solo aumentou linearmente ao longo do experimento
sendo a menor contribuicdo observada em Fevereiro 2014. O experimento 2 teve
como objetivos: 1)avaliar a taxa de decomposicdo dos residuos da colheita de

eucalipto; 2) Identificar os grupos de microorganismos responsaveis pela

Vi



decomposicdo dos residuos; 3) Avaliar o efeito da qualidade dos residuos de
eucalipto para as fragcbes da MOS; 4) Quantificar o contetdo de C derivado do
residuo incorporado no PLFA e na MOS. Utilizado o DBC com 4 repeticdes, com 0s
tratamentos foram arranjados em parcelas subdivididas. A parcela constituiu dos 4
tempos de coleta (0, 3, 6, 12 meses posteriores a instalacdo do experimento). Na
subparcela, os tratamentos consistiram de um fatorial 3x2x2, sendo 3 composi¢oes
do residuo (sem residuo, residuo completo e residuo completo menos casca), 2 tipos
de manejo (residuos incorporados e deixados na superficie) e niveis de N (0 e 200
kg/ha). A incorporacdo dos residuos aumenta taxa de decomposicdo e reduz a
estabilizacdo de C no solo. Quando deixados na superficie houve uma reducédo na
taxa de decomposicdo e para residuos com casca a taxa de decomposicao era 20 %
menor. Bactérias gram-negativa e Fungos foram o0s grupos microbianos mais
responsaveis pela decomposicdo dos residuos. A presenca da casca e a adicdo de N
aumentaram a estabilizacdo do C no solo e a incorporacao de C dos residuos pelos G-
ve e Fungos. O estabelecimento de plantios de eucalipto nas areas do Pampa mostrou
um grande potencial para mitigar as emissées de GEE e aumentar a estabilizacdo do

C no solo.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Fernanda Cristina Caparelli de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2015.Greenhouse gases emission and dynamic of microbial population and
carbon in soil of Eucalyptus stand planted in Pampa BiomeAdviser: Ivo Ribeiro

da Silva. Co-advisers: Emanulle Mercés Barros Soares and Igor Rodrigues de Assis.

The contribution of agriculture to greenhouse gases emissions has been reported in
many studies. Soils can act as a sink or source for these gases. Soil carbon
sequestration can contribute to climate change mitigation in some regions, relying on
available management practices and soil use. This study is shared in 2 experiments,
that were conducted in a site located at S&o Gabriel {80/26° S; 54°31° W),

Central Depression region, Rio Grande do Sul, Brazil. Experiment 1 aims to (1)
evaluate C@and CH emissions in a site which Pampa Biome was substituted by
Eucalyptus plantation; (Zvaluae CO; in a eucalyptus plantation due to different C
source in soil; (3) determinate the contribution of autotrophic respiration to CO
fluxes; (4) evaluate COand CH concentration of soil depths in Pampa biome and
Eucalyptus stand; (5) determinate eucalyptuS@-contribution for soil depths. A
complete randomized block design with four replications was performed. Attempting
to quantify CQ and CH concentrations and the C isotopic ratidC{*sC) in
Eucalyptus stand, treatments consisted of 2 positions in the experimental plot (row
and inter-row), 2 litter management [with (+S) or without (-S)[; ©bots input [with

(+R) or without (-R)] and an additional treatment (Pampa Biome). Attempting to
compare C@and CH concentration!*C/°C and CQ and CH fluxes in Pampa
Biome with Eucalyptus stand, a systematic design was performed. During 29 months
of Eucalyptus plantation establishment, Z&mnissions were higher in Pampa Biome
than in afforested site. Similarly, G€oncentration in soil layers until 1 m depth was
higher in Pampa than in Eucalyptus sp. Afforestation of Pampa did not alter the CH
emissions. The contribution of autotrophic respiration linearly with time and the
lowest contribution was observed in February 2014. The experiment 2 aims to: (1)
evaluate the rate of eucalypt harvest residues; (2) identify microbial groups
responsible of litter decomposition; (3) evaluate effects of quality of eucalypt harvest
residue to SOM fractions; (4) quantify the amount of residue-C incorporated on
PLFA and SOM. A complete randomized block design with four replications was
performed and treatments were arranged in a split-plot design. The main plot were 4

sampling times (0, 3, 6 and 12 months after the experiment establishment). The

viii



subplot, treatments consisted of a factorial 3x2x2 with 3 litter composition (without
residue, with residue and residue with bark maintenance), 2 placement of harvest
residue (surface or incorporation) and 2 N levels (0 and 200 Ky Residue
incorporation increased residue decomposition rate and decreased soil C
stabilization. Residues were left on soil surface had lower decomposition rate and to
residues with bark the decomposition rate was 20 % lower. Gram negative bacteria
and Fungi were the main microbial group responsible for decomposition rate.
Maintenance of bark and N fertilization enhanced soil C stabilization and residue C
incorporation on Gram negative and Fungi. Eucalyptus sp. establishment in Pampa
Biome showed great potencial to mitigate GEE and enhance the soil C stabilization.



| - INTRODUCAO GERAL

Uma das grandes preocupacdes da sociedade diz respeito a mudanca climatica
mundial, o papel dos gases de efeito estufa (GEE) neste fendbmeno e o desenvolvimento de
estratégias e metodologias que mitigam os seus efeitos.

A contribuicdo da agricultura para as emissdes dos GEE tem sido discutida em varios
estudos (Burney et al., 2010; Sanderman et al., 2004). Neste cenario, o gas carbgjico (CO
foi relatado como o GEE mais emitido para a atmosfera (IPCC, 2001). A queima de
combustiveis fésseis e 0 desmatamento contribuem, respectivamente, com 57 e 17 % dos 8,8
bilhGes de toneladas de carbono © liberados anualmente para a atmosfera (IPCC, 2007). No
que se refere as emissbes de metano)(CGid praticas agricolas correspondem a cerca de
50% do total das emissBes antropogénicas. Estima-se quem um aumento de 45 % nos niveis
atuais de Cg podera elevar em 3 °C a temperatura global média (IPCC, 2007).

Os solos podem se comportar como fonte ou dreno dos GEE. A maioria das pesquisas
sobre solo e aquecimento global se detém a quantificacdo dos teores de C e a emissdo de CO
No entanto, incrementos no estoque de C do solo e reducdo nas emissdegpddeGOser
contrabalanceados pelos efeitos negativos da emissao de outros GEE, come dbOH
(Silva & Mendoncga, 2007). O potencial de aquecimento global desses gases, em relagcédo ao
CO,, €, respectivamente, 23 e 296 vezes maiores (IPCC, 2001). Assim, a necessidade por
informacfes, que déem suporte as acbes de mitigacdo do efeito estufa, conduzem a
necessidade de maior compreensédo a cerca das possiveis fontes e drenos desses GEE no setor
agricola.

Sistemas de cultivo conservacionistas que privilegiam o aporte de residuos ao solo e
reduzem o revolvimento do solo podem manter ou até aumentar os conteudos de C e N do
solo (Ruan e Robertson, 2013). Neste contexto, as plantacbes de eucalipto, pela elevada
producdo de biomassa vegetal em curto espagco de tempo e a maior deposicdo de C nas
camadas mais profundas do solo possuem um grande potencial dentro do cenario de
mitigacao dos GEE.

No Brasil, o Bioma Pampa representa uma nova fronteira da producao florestal. Este
bioma cobre parte do Estado do Rio Grande do Sul e € considerado como uma das areas
prioritarias para a conservacao da fauna e flora (Ministério do Meio Ambiente, MMA 2007).

Em relagdo a introducdo de espécies exodticas nessas areas e mais especificamente, a



introducdo de espécies de eucalipto e todo o manejo da cultura, pouquissimos estudos
(Lupatini et al.,, 2013) avaliaram as alteracbes causadas na dinamica da comunidade
microbiana, revelando a caréncia de conhecimento quanto as possiveis tomadas de decis6es
frente as alteracGes na qualidade do solo.

Esta dissertacdo € composta por dois capitulos. No primeiro, foram quantificadas as
emissdes de CO2 e CH4 de um plantio de eucalipto e area do Bioma Pampa. As avaliacbes
ocorreram logo no inicio do estabelecimento do povoamento florestal e acompanharam o
crescimento da floresta, até 29 meses de idade. O segundo capitulo aborda os efeitos do
manejo dos residuos da colheita de eucalipto sobre a composi¢cao da comunidade microbiana
e a estabilizacao do C nas fracdes da MOS.
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Il — CAPITULO 1

EMISSC)ES DE CO2 E CH4 E O PARTICIONAMENTO DA RESPIRACAO DO
SOLO EM AREAS DE EUCALIPTO E VEGETACAO NAT URAL, NO BIOMA
PAMPA

1. Introducéo
O gas carbonico atmosférico (gQa biota (principalmente vegeta¢do), a matéria

organica do solo (MOS) e os oceanos sao 0s principais compartimentos ativos no ciclo do
carbono (C) (IPCC 2000). Contabilizando a participagédo de cada compartimento, Janzen
(2004) encontrou que uma concentracdo de; @® atmosfera em torno de 380 ppm
corresponde a cerca de 15 Mg C acima de cada hectare (ha) da superficie Bartsura.

vez, em escala global, o estoque de C na biomassa vegetal aproxima-se de 400-600 Pg C,
sendo as florestas responsaveis pela maior parte deste percentual (75 %) e o estoque de C nos
solos sdo em média, até 1 metro de profundidade, 1500-2000 Pg C (Eswaran et al., 1993).

Como grande parte do C presente nos solos pode vir a ser mineralizado, um aumento
na emissao de CQlo solo em respostas as mudancas ambientais exacerba a concentracéo do
CO, atmosférico (Raich e Tufekcioglu, 2000), colocando os solos em uma posicdo estratégica
frente as alteracfes climaticas. Adicionalmente, dado o potencial de absorcdo infravermelha
do CH,, cerca de trinta vezes maior que o de;,G®a contribuicdo da agricultura para a
emissao deste gas, que corresponde em média a 50 % das emissdes antropogénicas, 0s solos
destacam-se novamente no cenario de mudancas climéticas (Carlsson-Kanyama e Gonzalez,
2009).

A mudanca do uso do solo dada pela conversdo de florestas naturais para areas de
pastagem ou cultivo agricola quase sempre tem levado a perdas nos estoques de carbono (C)
do solo (Guo e Gifford, 2002; Houghton et al., 2012) e ao aumento na emissao dos GEE
(Fearnside et al., 2009; Ruan e Robertson, 2013). Em uma analise global, Don et al. (2011
verificaram que a substituicdo de florestas tropicais para areas de cultivo agricola pode
acarretar perdas de 25 % da MOS. Nao obstante, poucos estudos avaliam o potencial de
mitigacdo dos GEE quando areas agricolas ou degradadas sédo substituidas por florestas
plantadas, especialmente em relacdo aos estoques de C e concentracanak ca®adas
mais profundas do solo.

O reflorestamento de areas degradadas ou intensamente manejadas aumenta o aporte

de biomassa ao solo, favorecendo possiveis incrementos na matéria organica do solo (MOS)



(Jandl et al., 2007). Estima-se que em florestas plantadas de eucalipto, com 84 meses de
idade, o estoque de C presente na biomassa area possa alcancar 100 ddgrha lenho
representando mais de 50 % deste total (Gatto et al., 2010), e os estoques de C nas raizes
correspondendo em média a 30 M¢' i@atto et al., 2011). Contudo, o maior aporte de C ao

solo ndo necessariamente resultara em mitigacdo dos GEE, uma vez que o potencial de
estabilizacdo do C nas fraces mais estaveis da MOS, dependera da interacdo entre fatores
climaticos, edaficos e bioldgicos (Six et al., 2002; Lutzow et al., 2006).

Post and Know (2000) reportam que a taxa média do sequestro de C no solo, em areas
florestais, é de aproximadamente 0,3t hao'. Em florestas de eucalipto do Rio Grande do
Sul, Soares et al. (2011) observaram além dos incrementos dos estoques de C do solo,
alteracdo na qualidade da MOS. Quando comparada a vegetacdo anteriormente presente,
pastagens naturais, as fracbes humicas e fulvicas da MOS sob plantios de eucalipto
apresentavam uma maior propor¢cdo de compostos alifaticos, indicando um preservagao
seletiva de compostos originarios de plantas, como a suberina e cuitna. Em outro trabalho, a
substituicdo de area de pastagem por um plantio florestal apds 30 anos de cultivo, apesar de
nao alterar os estoques de C do solo, resultou em incrementos na relacdo C:N destes solos
(Cunningham et al., 2012). Alteracdes na qualidade da MOS sao um indicativo da conversao
do C do solo para formas mais estaveis, o que ressalta o potencial de solos florestais servirem
como drenos na emisséao de GEE.

A determinacéo dos fluxos de €@o solo € bom indicador do balanco de C em um
ecossistema. Fatores como temperatura, conteudo de agua, disponibilidade de nutrientes e
taxas fotossintéticas podem alterar as trocas de dDOCH; entre os solos e a atmosfera
(Irvine et al.,, 2008; Ma e Lu, 2011; Neto et al., 2011). Assim interacdo entre processos
bioldgicos de producdo de GCrespiracao autotrofica (raizes e micorrizas) e heterotrofica
(organismos decompositores) e a difusividade de ri@erfil do solo determinam o fluxo de
COz no perfil do solo.

O particionamento do fluxo de G@m respiracdo autotréfica (Ra), proveniente da
respiracdo radicular e da rizosfera e respiracdo heterotréfica (Rh) é uma importante
ferramenta para identificar se um ecossistema se tornara fonte ou dreno de C em consequéncia
da mudanca no uso do solo ou do manejo adotado (Millard et al., 2008). Adicionalmente, a
quantificacdo da concentracdo de C@o longo do perfil do solo complementa o

entendimento dos mecanismos de respiracao do solo (Hashimoto et al., 2004).



Este trabalho teve como objetivo avaliar as emissdes de gases de efeit@€xstafa,
CHs, em uma area de substituicdo do Bioma Pampa por plantio de Eucalipto; avaliar a
dindmica das emissdes de £/ floresta de eucalipto dada as diferentes entradas de C no

soloe; determinar a contribuicdo da respiracao autotrofica para os fluxe®xle

2. Material e Métodos
2.1 Caracterizacao da area de estudo e instalacédo do experimento.
O estudo foi enduzido em areas localizadas no municipio de Sdo Gabriel (30°26” S;

54°31° W), regiao da Depressao Central, Rio Grande do Sul, Brasil. Os solos nessas areas sao

classificados como Cambissolos HUmicos e suas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1.Caracteristicas e quimicas e fisicas dos solos no inicio do experimento e trés meses

apos estabelecimento do povoamento de eucalipto
Camada do sol¢ pH® Densidade Porosidade COT® Areia® Silte® Argila®

Vegetacéo

cm H,0 g cm?® (MM® e dag kgt------------------

0-10 4,71 1,15 0,53 2,33 17 55 28

10-20 4,82 1,32 0,46 1,58 23 45 32

Eucalipto 20-40 5,07 1,36 0,45 1,05 23 40 37

40-60 511 1,22 0,51 0,98 17 38 45

60-100 5,27 1,28 0,48 0,75 12 26 62

0-10 4,82 1,22 0,53 2,03 15 61 24

10-20 4,93 1,23 0,46 1,13 18 58 24

Pampa 20-40 5,35 1,35 0,49 0,67 20 53 27

40-60 5,75 1,35 0,48 0,45 13 43 44

60-100 6,46 1,34 0,48 0,30 8 57 35

MpH determinado em H20 (1:2,5) por potenciometfi@OT= carbono organico total determinado por
oxidacdo via-Umida (Walkley-Btk, 1934);® Textura do solo determinado pelo método adaptado de
Ruiz, 2005

O clima da regido é do tipo subtropical imido, segundo a classificacdo climatica de
Kdeppen, com precipitacdo abundante e bem distribuida ao longo do ano, com inverno mais
umido que o verdo. Dados climéaticos, pluviosidade e temperatura (Figura 1), foram obtidos
em estacdo climatoldégica automatizada pertencente ao Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), localizada numarea proxima ao experimento (30°34° S; 54°31° W).

Duas areas com diferentes usos do solo foram selecionadas para o experimento. A

primeira compreende uma area de plantios de Eucalyptus dunni, com quatro meses de idade



na época da implantacdo da cultura (Figura 2). A area era utilizada, anteriormente, como
campo nativo, para o pastejo de animais. No processo de implantacdo da floresta, a area deste
experimento foi inicialmente sub-solada e gradeada para a construcdo dos camalhdes nas
linhas do plantio. Além disso, aplicou-se herbicida como medida para eliminar a mato-
competicdo, favorecendo o crescimento inicial das mudas de eucalipto. O espacamento dos
plantios de eucalipto foi de 2,17 x 3,3 m e as linhas de plantio montadas em sistema de

camalhdes.
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Figura 1. Precipitacbes mensais acumuladas e temperatura (T) maxima, média e
minima ao longo do periodo do experimento.

Outra area, sob vegetacdo do Pampa, adjacente ao plantio florestal foi selecionada
(Figura 2). O Bioma Pampa caracteriza-se por apresentar 60 % de sua area coberta com
gramineas, como Paspalumnotatum e Aristidapallens (Overbeck et al., 2007). A partir do
momento da instalacdo do experimento esta area foi mantida isolada, para evitar o pisoteio
animal durante todo o periodo do experimento.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com 4 repetigdes.
Para a avaliacdo dos fluxos superficiais dE@; C-CHa e do §°CQy, 7 tratamentos foram
instalados, sendo 2 posi¢des no talhdo de eucalipto (linha ou entrelinha de plantio), 2 manejos
da serapilheira, em area sob coleta ou sem coleta da serapilheira de eucalipto (FRjura 3),
aportes de C radicular, com ou sem aporte, e 1 representado o tratamento controle, localizado
na area do Pampa.

Para a avaliacdo da concentracdo de, @Bl e 5*3CO;, ao longo do perfil do solo nas

areas que receberam a deposicdo da serapilheira, os tratamentos foram definidos por um



fatorial 2x2+1 distribuidos em parcelas sub-subdivididas em profundidade e no tempo. As
parcelas principais consistiram de coletores de gases em profundidade (CGP) inseridos, na
area do plantio de eucalipto, na linha (L) e entrelinha (EL) dos tratamentos com raiz (+R) e
com excluséo de raizes (-R), todos com aporte da serapilheira (+S).

As subparcelas foram constituidas das camadas de solo 0-10, 10-20, 20-40, 40-60 e
60-100 cm. No total, foram instalados na area de eucalipto e Pampa, respectivamente, 16 e 4
camaras de coleta de gases para a quantificacdo dos fluxos de gases. A mesma distribuicédo

das CGP foi realizada para quantificar a concentracéo de&ramadas do solo.

Figura 2. a) Area do plantio florestal no inicio do experimento (Novembro 2012), ou
seja, apds quatro meses do plantio das mudas. b) area do Pampa, foto tirada em Novembro
2012.

As camaras de gases foram fabricadas em cloro-polivinil (PVC), com dimensfes de 40
cm de altura e 50 cm de diametro (Figura 3b). Os CGPs também foram fabricados em PVC,
tendo 6 cm de diametro interno e 1,10 m de comprimento (Fig 3a). Os CGPs foram divididos
em camadas, como previamente descritos. Essas camadas foram separadas entre si por um
isolamento confeccionado com tarugo de naylon (Poliamida 6). Em cada camada, furos
laterais estavam presentes, 0s quais permitiam a troca gasosa entre o interior do tubo e a
camada do solo. Os gases eram coletados por meio de um tubo de coleta em PVC flexivel

inserido, separadamente, por cada camada, o qual a conectava com a superficie do solo. O



CGP, a camara de gases, o isolamento das raizes e o coletor de serapilheira sdo mostrados na

Figura 3.

Figura 3. Detalhes do experimento: a) Tubo coletor de gases em profundidade; b) camara de
coleta gases de superficie, foto tirada com a camara fechada no momento da coleta dos GEE;
c) visualizacdo da area sob coleta da serapilheira, d) tubos instalados para isolamento de
raizes, com comprimento total de 1,30 m.

2.2 Medi¢Bes do crescimento florestal
Para a determinacdo do crescimento florestal, o inventério florestal foi realizado pela

da medicdo de 100 % do diametro a 1,3 m do terreno (DAP) e da altura (H) de todas as
arvores localizadas na linha central do bloco e da altura de cerca de cinco arvores dominantes,
excluindo aquelas localizadas na linha central. O inventario da area foi baseado no proposto
por Assmann (1970). O inventario foi realizado em Agosto 2013, Fevereiro e Dezembro
2014.



2.3 Coleta dos gases
Foram realizadas coletas de gases, ao longo de dois anos e cinco meses do

estabelecimento do plantio florestal. As amostragens nos dois estudos ocorreram em
Novembro 2012, Fevereiro, Agosto e Dezembro do ano de 2013 e em Marco, Julho e
Dezembro 2014, o que corresponde a 4, 7, 13, 16, 19, 24 e 29 meses de idade do plantio.

As concentracdes de GACHs e a razéo isotdpica déC (51°) foram mensuradas por
espectroscopia num analisador de gases (Cavity Ring-Down Spectroscopy-CRDS Picarro).
Na primeira e segunda coleta dos gases a leitura e quantificacdo foram realizadas diretamente
em campo. A leitura do fluxo de GOCHs e §*3CO; foi feita durante 10 minutos apos o
fechamento da camara. A leitura nas camaras instaladas em profundidade teve duragdo de 2
minutos. O tempo de analise dos gases foi baseado no tamanho das camaras e no tempo para
estabilizacdo da leitura da razéo isotépica do@no CRDS.

A partir da terceira coleta foram utilizadas seringas para a coleta dos gases. Durante
cada coleta, foram retiradas 4 amostras de ar (60 mL), sendo a primeira no momento em que a
camara era fechada e posteriormente aos 10, 20 e 40 midatesapos de amostragem dos
gases foram determinados em estudos prévios realizados no laboratério, apds analises
estatisticas dos dados de modo a aumentar a praticidade da amostragem, sem reduzir a
preciséo dos resultados obtidos e o aumento do erro experimental.

Para a determinacdo da concentracdo de @@mostragem dos gases também foi
realizada em seringas (60 mL) posteriormente a homogeneizacao do ar presente no interior da
CGP e o interior de cada camada do solo. A concentracdo dos gases foi determamtida a p
do volume de ar contido em cada seringa.

A leitura dos gases foi realizada no laboratorio e quantificada no CRDS.

Durante todas as coletas, foram determinadas a temperatura e a umidade da camada
superficial do solo por meio do sensor 5TM acoplado a um datalogger (Decagon Devices
Inc., Pullman, WA). A umidade do solo de cada camada foi determinada apds pesagem da
amostra fresca e seca em estufa (105-100° C), até massa constante.

2.4 Calculo de fluxos de gases e particionamento do CO

2.4.1 Fluxo de C@e CH, e as'*CO,
Os fluxos foram calculados pela equacgao:



AQ
fluxo, = ) xMxPxV (1)

RxTxA
em que fluxg é o fluxo de G20, (mg H! m2) ou CCHa (ng H m?); AQ/At: o coeficiente
angular da reta ajustada (ug)gor t (min); M: a massa molar do C (g MplIP: pressdo no
interior da camara, assumindo ser de 1 atmosfera (atm); V: volume da camara (L); R:
constante universal dos gases (0,08205 L afnrmiét); T: temperatura do solo (K); A: area
basal da camara (m2).

Em seguida, a variagdo da concentragcdo de €OH; no interior das camaras foi
obtida a partir do coeficiente angular da reta ajustada entre o fluxo deuGtH; ao longo
do tempo de amostragem.

0 $§'3C-CQ; foi calculado como sugerido por Kayler et al.(2010), a partir do ajuste do
modelo de regresséo linear entre a concentragéo gedG@nte os intervalos amostrados, e 0
produto da concentragéo de £elo §**CO, determinado no CRDS. A inclinagdo da reta
obtida ¢ equivalente ao 5°C-CQ, do fluxo do solo, o qual corrige a mistura com 02CO
atmosférico (Miller & Tans, 2003).

2.4.2 Particdo do CQautotrdfico e heterotrofico nas florestas de eucalipto
A particdo da respiracdo do solo nos componentes autotréficos (Ra) e heterotofica

(Rh) foram calculadas usando o modelo:

Ra_ §13C02,g4s—613C02_R.4s (2)
- 613C02TT—813C02_R+S

onde, +R+S corresponde ao tratamento com aporte de C ao solo via raiz e serapilheira, -R+S
corresponde ao tratamento com exclusdo de raiz e Unico aporte de C via serapithéira e
313C médio da respiragéradicular de eucalipto, o que corresponde ao 8*3C da biomassa
radicular.

A Rh foi calculada como a diferenca entre 1 e a Ra.

2.4.3 Contribuicao do C de eucalipto para a concentracao geadd@amadas do solo
A contribuicdo do C de eucalipto (f) para a concentracao dddc€alculada como:

fx_ 613C02e—613C02p/ (3)
- 813co2rr-813co2p
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onde x é o periodo e camada amostraday &°CO, na area de eucalipto,§5*CO; na area

do pampayr ¢ $°C médio da respiracdo radicular eaalipto. O §°CO, da area util do

plantio florestal corresponde a 65 % do §*CO; quantificado na entrelinha e 35 % do §°CQ,

da linha de plantio, ambos nos tratamentos sem exclusdo de raiz. Esta abordagem fez-se
necessdaria uma vez que a area da linha e entrelinha é diferente.

Para a area do Pampa, foram adotados os §*CO, médios das camadas ao longo do
tempo. Tal abordagem fez-se necessaria uma vez que, em alguns periodos avaliadas, a
concentracéo de CQ@ltrapassou 35000 ppmi que limita a linearidade dos valores de §*3CO;
determinados no CRDS. Assim,56°CO, do Pampa adotado neste experimento foi obtido
apos incubacao de amostras frescas de cada camada do solo em condi¢des controladas.

2.5 Andlises estatisticas
Os dados de fluxo de C©,, C-CHs e 08'3C-CO; durante o periodo de avaliagdo

foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste F e
Fisher, ao nivel de significancia de 5 %.

Os dados da concentracdo de;QCHs e 06**CO, foram submetidos & ANOVA, pelo
subprocedimento de medidas repetidas no tempo. Desta forma é possivel detectar o efeito da
causas de variacao principal (Posicéo no talh&do e profundidade), as interacdes entre elas, além
do efeito do tempo dentro de cada uma das causas de variacdo principal. As médias da
concentracdo de GOCH. e §*CO, foram submetidas a andlise de varidncia e comparadas
pelo teste de teste F e de Fisher, a 5 % de probabilidade de erro. As concentracéasode CO
Pampa ao longo do perfil do solo excederam os limites de detecc¢éo calibrado do CRDS (20-
35000 ppm) e, portanto, a margem de confiabilidade para a determinagdo do 8*3CO,. Por este
motivo, os dados do 8*3CO;, das camadas do solo ndo foram estatisticamente analisados.

A comparacdo entre as emissdes nas areas do Pampa e Eucalipto foi realizada por
meio da média ponderada dos valores quantificados na L e EL levando em consideracdo que
nestas areas a L e EL correspondiam, respectivamente, a 35 e 65 % da area Uutil total do talhao,
e finalmente o valor calculado representava o valor médio da area de eucalipto. Os
tratamentos na area de eucalipto utilizados para a comparacdo com éarea do Pampa,
correspondem a amostradas coletadas na L e EL no tratamento +R+S. As médias foram
comparadas pelo teste F a 5 % de probabilidade de erro, considerando o delineamento

experimental sistematico.

11



Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico
SISVAR (Ferreira, 2011). As médias observadas serdo apresentadas com o seu respectivo erro

padrdo (média £ erro padrao).

3. Resultados e Discussao

3.1 Crescimento florestal
Em agosto 2013, ap6s 13 meses do plantio, as arvores tinham em média 4 cm de DAP

e 4 m de H. Em Fevereiro 2014, seis meses apo0s a primeira medicdo, DAP e H eram em
médio o dobro do observado anteriormente. Por sua vez, em Dezembro 2014 a H média era
12 m e o DAP 11 cm. As taxas de incrementos observadas mostram que o crescimento da
floresta se concentra, principalmente, nos meses mais quentes do ano, sendo este incremento

muito pequeno nos periodos do Outono e Inverno.
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Figura 4. Diametro a 1,30 m (DAP) e altura (H) das arvores do plantio no primeiro, segundo
e terceiro ano de implantacdo da floresta. Dados coletados em Julho 2012, Agosto 2013,
Fevereiro e Dezembro 2014.

3.2 Variagao temporal da umidade no perfil do solo
A umidade do solo variou entre os periodos avaliados. As coletas realizadas nas

épocas mais frias do ano (Agosto 2013 e Julho 2014) apresentaram alta umidade ao longo do
perfil para as duas areas avaliadas (Figura 5). Em Fevereiro 2014, foi observado menor
contetdo de &gua no perfil do solo e o oposto observado nos meses mais frios avaliados
(Figura 1).
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Figura 5. Umidade ao longo do perfil do solo em areas do plantio de eucalipto, quantificada
no periodo da coleta dos GEE.

3.3Efluxos de CEOQ,, C-CHa4 e §*°C-CO, durante o experimento
3.3.1Efluxos de CEO, e CCHs em areas de eucalipto e Pampa
A mudancga no uso do solo, expressivamente, alterou as emissoes e® @@dos os

periodos avaliados, com as maiores emissdes sendo observadas na area do Pampa, para a
maioria dos meses avaliados (P<0,05) (Figura 6). Ao longo do periodo do experimento, 0s
fluxos de CQ variaram entre 397,9 + 9,1 e 55,8 + 8,8 mgG-h' m? na area do Pampa e
entre 230,9 + 10,6 e 61,38 + 4,9 mgl0: h'! m? no plantio de eucalipto. As menores
emissbes foram observadas, em ambas as areas, nos meses mais frios (Julho e Agosto)
(P<0,05). Se comparado ao periodo de crescimento da floresta (Figura 4), o periodo entre
outono e inverno correspondeu aos menores incrementos no DAP e H das arvores do plantio.
Por outro lado, as emissdes des@&rh ambas as areas foram semelhantes (Figura 6)
(P>0,05), com dinamica similar ao longo do experimento, ou seja, a substitucdo do Bioma
Pampa por florestas de eucalipto ndo resultou na alteracdo dos fluxos.dén@@Hexcecao
foi observada em Novembro 2013, onde a emissao denG@HPampa foi significativamente
maior do que na area de Eucalipto. De maneira geral, os solos se comportaram com um dreno
de CH;, ou seja, a absorcéo de SHmaior do que sua emissédo. Nos plantios de eucalipto, a
absorcao liquida de foi de 7,04 + 13,7 & 62,7 + 1,02 @HCk! m2. No Pampa, houve uma
emissdo de 34,13 ugCHs ' m?e uma absor¢cdo maxima de 58,5 + 1,77 LQHGHt m2.
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Figura 6. Fluxo de CQ e CH; em duas areas sob diferentes usos do solo. * Indica diferenca
significativa entre as areas em cada época avaliada, a 5 % pelo teste t.

Durante o periodo avaliado, as areas sob diferentes usos do solo atuaram similarmente
como um dreno de CHA capacidade de um solo atuar como dreno ou fonte paraso CH
depende as condi¢cdes que governam as atividades metanogénicas e metanotroficas. Estudos
apontam que a oxidagao do £ib solo pode ser afetada diretamente pelo clima, mudanga no
uso do solo, propriedades fisicas do solo, como porosidade e conteudo de agua (Hornibrook et
al., 2009), composicdo da comunidade microbiana (Reay et al., 2001) ou indiretamente pelo
manejo do solo (Plaza-Bonilla et al.,, 2014). Embora, uma mudanc¢a do uso do solo possa
afetar as propriedades fisicas do solo (Ojima et al., 1993), caracteristicas peculiares deste
experimento podem favorecer a continua e progressiva atividade metanotrofica. Primeiro,
porque presente estudo consiste na primeira rotacdo da cultura e segundo Silva et al., (2007)
reducdes na qualidade fisica, relacionadas a compactacéo dos solos, em florestas de eucalipto,
se pronunciam principalmente ap0s a colheita. Segundo, a alta porosidade dos solos e sua
baixa densidade (Tabela 1) bem como o continuo aporte de residuos ao solo, caracteristicos
deste experimento, sdo citados por Dutaur e Verchot (2007) como condi¢cdes que garantem
uma intensa atividade metanotréfica em uma ampla diversidade climatica. Vale ressaltar que,
uma analise microbiolégica do perfil da comunidade de Archaea permitira determinar se as
baixas emissdes deHs neste experimento foram causadas pelo favorecimento do ambiente
para a atividade metanotréfica éiconsequéncia de um ambiente desfavoravel a atividade
das metanogénicas.

A magnitude dos fluxos de G@este experimento, com fluxo maximo de 397 mg C-

CO; ! m?no Pampa, € consideravelmente menor ao encontrado na literatura para uma area
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de pastagem (2,18 pumol ¢@? s?) (Zhou et al., 2007). Por sua vez, a magnitude do fluxo

de CQ no eucalipto foi expressivamente menor ao estimado para florestas temperadas e
tropicais, 900 e 1489 g C ‘fnanc®, respectivamente (Wei et al., 2010), porém, apenas
levemente superior as emissdes em areas do Cerrado do BrasilC7i#0 ano' (Jose et al.,

2006). Tal fato se deve a variabilidade espacial quando se avalia emissdes de GEE, com
inUmeros fatores interagindo no processo de respiracdo do solo, bem como em funcéo da
metodologia adotada para a quantificacdo desses gases.

Com excecao do observado em Agosto 2013, os fluxos @&,Gio Pampa foram
significantemente maiores do que o observado no plantio florestal (Figura 6). De acordo com
Vargas et al. (2010), a producgéo priméria bruta & uma das principais variaveis que explicam as
variacfes na respiracao do solo. Da mesma forma, Raich & Tufekcioglu (2000) observaram
que a respiracdo de solos sob pastagem pode ser até 20% maior ao encontrado em florestas
temperadas, ou tropicais. Para os autores, a fisiologia das espécies, com pastagem alocando
maior propor¢ao dos fotoassimilados no sistema radicular, explicaqg a superioridade das

emissoes nestas areas.

3.3.2 Dindmica do Cénas areas de eucalipto e os componentes da respiracao do solo.
Na Figura 7 séo apresentados os fluxos de @43 areas de eucalipto. De maneira

geral, os fluxos na linha de plantio (L) tenderam a ser maior do que na entrelinha (EL)
(P<0,10), embora néo houve diferenca significativa entigsk 0s fluxos na lr+se EL:r-s
(P>0,05). Entre os tratamentos avaliados, o tratamento com exclusao de raiz (-R) apresentou o
menor fluxo de CQ.

Laclau et al. (2001) avaliando a distribuicdo das raizes de eucalipto verificaram uma
maior densidade de raizes finas nas proximidades da linha, principalmente nas camadas mais
superficiais do solo. Uma vez que a maior parte da respiracdo radicular € proveniente de
raizes finas, os maiores fluxos observados na L podem estar associados a maior biomassa
radicular. Contudo, vale ressaltar que, embora os fluxos na L sejam significativamente
maiores que na EL, a area da L e EL correspondem, respectivamente, a 35 e 630¢tilla are
do talhdo. Assim, na extrapolacdo das emissdes por area do talhdo, as emissbas da L s

menores do que na EL.
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Figura 7. Fluxo total de C@® mensurado na linha (L) e (EL) do talhdo de eucalipto, nos
tratamentos com e sem exclusado de raiz, -R e +R, respectivamente, e nos tratamentos com e
sem deposicdo da serapilheira, +SSg respectivamente, durante o periodo de avaliacdo do
experimento.

Os fluxos deCO, do solo variaram ao longo do periodo de condugéo do experimento
(P<0,05) (Tabela 2, anexo). Alguns padrdes puderam ser observados como, por exemplo, as
menores emissdes ocorrendo em Agosto 2013, Fevereiro e Julho 2014 e as maiores em
Novembro 2012 e Fevereiro 2013 (P<0,05). Em Novembro 2013, as emissdes nos tratamentos
+R+S foram superiores que A®k-S, tanto para amostradas coletadas na L como na EL. Por
sua vez, o oposto foi observado em Dezembro 2014 (P<0,05).

Esta variacdo era esperada porgue entre os meses avaliados, Agosto 2013 e Julho 2014
apresentaram a menor temperatura média anual. A temperatura minima observada nestes
meses foi de 1,2 e 0 °C, respectivamente. Avaliando o risco de ocorréncia de geadas, Brixner
et al. (2014), com base em dados climéticos dos ultimos 40 anos, observaram que no més de
Julho o risco de geada para o municipio de Sdo Gabriel gira em torno de 25% e gada che
15% no més de Agosto. Em relacdo as alteracdes dos aspectos fisiologicos, que as baixas
temperaturas e as geadas podem causar, neste experimento foi observado um baixo
incremento médio da biomassa florestal entre os meses mais frios do ano (Figura 4). Além
disso, em outro estudo ciclos de congelamento e descongelamento do solo foram associados
perda da biomassa microbiana, diminuicdo da respiracdo basal e alteracdes na composicao
microbiana do solo (Schimel et al., 2007). Ao mesmo tempo, 0 solo nos meses de Julho e
Agosto foram aqueles que apresentaram o maior conteido de agua ao longo do perfil do solo

(Figura 5). Portanto, uma vez que o fluxo de>QI0 solo consiste da interagdo entre a
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producdo de Cono perfil do solo e o processo de transporte desse gas até a superficie do
solo, um maior contetdo de agua no solo pode diminuir a difusividade gaeSaltando em
menor respiracdo do solo.

Com excecdo dos valores observados no inicio do experimento para amostras
coletadas na L, os valores de §13CQO, foram significativamente maiores nos tratamentos com
exclusdo de raiz do que sem exclusdo de raiz (P<0,05) (Tabela 2, anexo). Portanto, foi

possivel separar a contribuicdo autotréfica e heterotréfica para a respiracdo do solo (Figura 8).

0,8 A
0,6 1
0,4 -
0,2 4
0,0

Proporcéo Ra e Rh

BC

Nov Fev AgoNovFev  Jul Dez Nov Fev AgoNovFev  Jul Dez
2012 2013 2014 2012 2013 2014

B Ra 1 Rh

Figura 8. Particionamento do fluxo superficial de €@b solo nos componentes autotréfico
(Ra) e heterotrofico (Rh) na linha (L) e entrelinha de plantio (EL). Médias da Ra seguidas por
mesma letra dentro de cada posicao no talhdo, ndo diferem entre si a 5% pelo teste t.

De maneira geral, ndo houve diferenca na contribuicdo da Ra e Rh para a respiracéo
do solo daL e EL do plantio (P>0,05). Em média, para ambas as posi¢cdes de amostragem
dentro do talh&o, a proporcéo da Ra e Rh era de 0,34 e 0,66, respectivamente. A contribuicao
da Ra observada neste experimento foi superior a encontrada, por Sulzman et al. (2005), em
florestas adultas de coniferas no norte dos Estados Unidos. As diferencas observadas podem
ser funcdo da maior taxa de crescimento da floresta de eucalipto se comparada a outras
florestas do clima temperado.

Embora a dindmica entre Ra e Rh seja mantida entre as duas posi¢cdes de amostragem
no talhdo, o maior fluxo de G@bservado na L (Tabela 2, anexo) indica que a intensidade da
Ra e Rh é diferente entre as posicdes. Esta pode estar associada a uma maior densidade de
raiz, a qual em fungcdo de uma maior exsudagao radicular pode estimular a atividade de
decomposicdo da comunidade microbiaDa. fato, a decomposi¢cdo microbiana da MOS
como consequéncia do aporte recente de C organico via exsudado radicular ou residuos

frescos de plantas, conhecido como priming positivo, tem sido relatado em diversos estudos
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(Fontaine et al., 2003a, 2003b; Kuzyakov, 2010). De acordo com Kuzyakov (2010), se
considerarmos que a volume ocupado pela rizosfera corresponde a menos de 10% do volume
do solo, o efeito priming nesta regidao pode ser até 10 vezes maior do que ocorre em todo solo.

Ao longo do tempo, diferencas nas contribuicbes da Ra para a respiracdo do solo
foram observadas. Para a L, a Ra aumentou durante o periodo do experimento, sendo
observada a menor contribuicdo no inicio do experimento e a maior em Julho e Dezembro
2014 (0,63 + 0,09). Na EL, o mesmo padréao foi observado, e nos meses de Julho e Dezembro
a contribuicdo da Ra era em média 0,44 = 0,08. Embora as contribuicbes sejam crescentes ao
longo do tempo, em Fevereiro 2013, a Ra foi em média igual ao observado no inicio do
experimento.

A andlise da influéncia dos fatores climaticos sobre a Ra e Rh tem mostrado que para
o intervalo de -5 a 27°C os compartimentos da respiracdo do solo séo linear e positivamente
correlacionados com a temperatura média anual, ao passo que, apenas a Rh responde
linearmente as variacdes na precipitacdo média acumulada (Wei et al.,, 2010). Em outros
estudos, o incremento na temperatura do solo aumenta a importancia do conteudo de agua
sobre a respiracdo do solo (Borken et al., 2006), em outras palavras 0 menor conteado agua
em temperaturas mais altas, altera intensamente a respiracdo do solo. Por exemplo, uma
diferenca de 10% na umidade do solo, pode reduzir em até 30% a Rh (Suseela et al., 2012).
Contudo no nosso experimento, a menor umidade do solo e alta temperatura média em
Fevereiro 2014 reduziram especialmente a Ra. Sob situacfes de estresse hidrico algumas
espécies de eucalipto apresentam reducdo na biomassa total, reducdo do comprimento
radicular (Shvaleva et al., 2005), alteracdes no comportamento estomatico (Héroult et al.,

2013), o que podem acarretar na diminuicdo da Ra.

3.4 Concentragdo de0,, CHs e 6**C-CO,em profundidade.

3.4.1 Concentracdes de €®CH; em areas de Pampa e Eucalipto e a contribuicdo do C de
eucalipto para o Cpor camadas do solo

As concentracdes meédias de afas camadas do solo (Figura 9), na area do Pampa
foram superiores as encontradas em areas de eucalipto, em todos os periodos avaliados
(P<0,01).
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Figura 9. Média da concentracdo de £€6m diferentes camadas e uso do solo. Dento da

mesma camada média seguida por * diferem entre si a 1% de probabilidade pelo teste F.

A introducédo do plantio de eucalipto em uma area requer um conjunto de praticas
silviculturais que favorecam o crescimento inicial das plantas em campo e reduzam a mato-
competicdo. Em contrapartida a adocao destas praticas, reduz-se a cobertura vedetal do so
cujas diferencas foram visualmente notadas entre a area do Pampa e de Eucalipto, mesmo
apos 4 meses do plantio das mudas (Figura 1). A diminuicdo da cobertura vegetal esta
associada a perda na biomassa radicular, o0 que pode explicar a menor concentragdo de CO
nas camadas de solo das areas de eucalipto, em um primeiro momento. De acordo com
Kuzyakov (2006), outros fatores além da densidade de raiz estdo associados com a
concentracdo de GOdo solo, podendo citar a atividade e composicdo da comunidade
microbiana, quantidade e qualidade da C disponivel e a atividade fotossintética.

Ao longo do crescimento/desenvolvimento da floresta deste experimento, outras
diferencas também foram observadas. Por se tratar de uma floresta no inicio do cultivo, a
entrada de C no solo via serapilheira, medida a partir do 2° ano de crescimento da floresta, era
em média 3,3 Mg hhe 4,1 Mg ha. Segundo, Fidelis et al. (2009), em areas do Bioma
Pampa, onde ndo faz-se uso de queimadas, a biomassa aérea pode chegar 4 €,6 t ha
biomassa radicular é estimada sendo tao alta quanto a biomassa aérea.

Em relacdo a atividade dos microorganismos do solo, a comunidade microbiana
mostra alta capacidade de se adaptar a novas condi¢cdes impostas ao solo, tornando-se
altamente especializada em degradar o C que estiver disponivel (Dungait et al., 2012;
Freschet et al., 2012). Se associada a entrada de C de eucalipto no solo, ao longo do tempo,

via crescimento, ciclagem e deposicédo radicular esperava-se um aumento progressivo na
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contribuicdo do C de plantass,(originada de eucalipto, para a concentracdo de 20
camadas do solo.

Neste cenario, foi observado neste experimento que a contribuicdo do C de eucalipto
para o CQdo solo aumentou em todas as camadas do solo durante o periodo de avaliagcdo do
experimento (FiguralO). Entretanto, em Fevereiro 2014, houve uma forte queda desta
contribuigao.

Contrastantes contribuicbes do C de eucalipto para a concentracao, de €&o
foram observadas no ano de 2014. Em Fevereiro, uma menor contribuicdo se opb6s ao
observado no més de Julho. Em relacdo as caracteristicas climéticas, Fevereiro apresentou T
média em torno de 25 °C e precipitacdo acumulada de 28,6 mm e umidade média das
camadas do solo em torno de 10%. Por sua vez, em Julho foram observadas T média de 14,6
°C e precipitacdo acumulada de 114,6 mm e umidade em torno de 30%. Em situacdes onde
ocorre um déficit de suprimento de &gua as raizes das plantas, é observado o fechamento
estomatico, como tentativa de diminuir a transpiracdo, acarretando também na reducdo da
capacidade de crescimento das plantas (Pallardy, 1997). A redu¢éo no crescimento pode estar
associada a diminuicdo na taxa de respiracdo. Corroborando com esta observacdo, em
florestas de Pinus a sazonalidade da respiragdo do solo observada foi governada pelo
contetdo de agua do solo e as consequientes flutuacbes da contribuicdo da respiracéo radicular
entre épocas mais secas e Umidas (Carbone et al., 2011).

Por sua vez, a distribuicdo da concentragdo der@Hperfil do solo, foi similar entre
as duas éareas, apenas nas camadas mais superficiais (Figura 11). Nas camadas 40-60 e 60-100
cm, as concentragdes de L£éfam superiores aqguelas observadas no Pampa (Figura 11). De
acordo com Qjima et al. (1993) entre os mecanismos que diminuem a oxidacaa do CH
solo, pode-se citar a disponibilidade deOHl mudancas na estrutura do solo e manejo da
cultura. Neste experimento, o maior teor de argila da camada de 60-100 cm na area do
eucalipto pode restringir a infiltracdo de agua no perfil do solo, o que aumentaria a sua
disponibilidade nas camadas mais profundas e como consequéncia reduziria a oxidacao do
CHa.
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cada camada nao diferem entre si a 5% pelo teste t (LSD) (P>0,05).

3 - EUCALIPTO 3 - PAMPA

éz— 2 4

<t A A A

61- A A A 14 A

> e
0‘ O T T - ? —_

0-10 10-20 20-40 40-6060-100 0-10 10-20 20-40 40-6060-100
Camada avaliada (cm)

Figura 11. Concentracdo de GHm diferentes camadas e uso do solo. Médias seguidas por
letras mailusculas dentro da mesma camada nao diferem entre si a 5% pelo teste t.

3.4.2 Concentracgdes de @@as areas de eucalipto
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A concentragdo de Gnas camadas de solo amostradas em diferentes posi¢des do
talhdo diferiu ao longo das coletas realizadas (Figura 12). A concentracao dar©0 de
1282 + 236 ppm a 18938 + 2863 ppm entre as camadas localizadas ©le 1748 + 343
ppm a 28970 + 3580 ppm na &t.2415 + 626 ppm. Nos tratamentos -R, foram observados
3238 + 1069 ppm a 33342 + 7525 ppm para a L e de 2527 + 130 ppm a 18924 + 5226 ppm na
EL. Nas coletas de Julho 2014 n&o foi possivel quantificar a concentracde da Cfnada
60-100 cm amostras nagrl- uma vez que os tubos nestas camadas estavam saturados com
agua. Na Ek, o mesmo foi observado e as coletas da camada mais profunda so foram
realizadas em Novembro 2012, Novembro 2013 e Julho 2014. A sazonalidade da
concentracdo de GCem diferentes posicoes do talhdo avaliadas mostrou que as menores
concentracdes foram observadas em Agosto 2013, Fevereiro e Dezembro 2014, meses no qual
a precipitacdo média acumulada ndo ultrapassou 50 mm. Em outro estudo de avaliacdo da
concentracdo de COem florestas, no norte da Tailandia, a respiracdo do solo era
relativamente maior na estacao chuvosa do que na estagéo seca (< 100 mm) (Hashimoto et al.,
2004).

Houve interacdo (p<0,001) entre o periodo e a posicdo de amostragem no talhdo sobre
a concentracao de GQFigura 13), bem como entre a camada avaliada e a posi¢cao no talhdo
(Figura 14).

No inicio do experimento, a concentracao média de d&® camadas avaliadas, até a
profundidade de 1m, era maior na L (15.713 = 524 ppm) do que na EL (11.903 = 742 ppm),
nos tratamentos +R (Figura 14). Essas diferencas observadas foram ocasionadas pela maior
concentragdo de GQla camada 0-10 e 10-20cm na do que na Elg (P<0.01), uma vez
que para as outras camadas as concentracdes ndo foram diferentes. E provavel que adocdo do
sistema de camalhdo para formacéo da linha do plantio, o qual envolve o revolvimento do
solo, em associacdo a adubacdo de implantacdo da flaeasta favorecido a maior
concentracdo de GOna L do que na EL de plantio, no inicio do experimento. Outros
trabalhos também constatarem efeitos positivo da fertilizagéo sobre os fluxos (&G et
al., 2011; Oliveira, 2013).
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Figura 12. Concentragdo de GOmédia + erro padrdo, N=4), durante dois anos e cinco
meses do crescimento do eucalipto, nas camadas do solo 0-10, 10-20, 20-40 e 40-60 e 60-100
cm da linha (L+raiz), entrelinha (EL+raiz), linha com excluséo de raiz (L-raia)emtrelinha

com excluséo de raiz (El-raiz).

Entre Fevereiro de 2013 e 2014, as emissdes daf&tam superiores a:k (P<0,05)
(Figura 13). Entretanto, a partir de Julho 2014, ndo foram observadas diferencas nas
concentracdes de G@as camadas de solo localizadas na L e EL do plantio, no tratamento
com +R. As maiores concentragbes de.CG@ L, a partir de Julho 2014, podem ser
explicadas em fungéo do crescimento e desenvolvimento da floresta. Ao longo do tempo, o
desenvolvimento da biomassa aérea (Figura 4) também é acompanhado do crescimento
radicular. Adicionalmente ao crescimento radicular, o suprimento de C via exsudacao
radicular, garante o desenvolvimento de microorganismos no ambiente rizosférico. Ruehr &
Buchmann (2009), ao particionar a respiracao autotrofica do solo sob florestas temperadas,
verificaram que a contribuicdo da respiracao proveniente da rizosfera para a respiragao do

solo era similar aquela originada de raizes finas.
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Figura 13. Concentragdo C{[CO2]) nas camadas avaliadas em diferentes localiza¢des do
talhdo, isto é linha (L+raiz), entrelinha (EL+raiz), linha com exclusdo de raiz (L-raiz),
entrelinha com exclusao de raiz (EL-raiz). Médias seguidas de mesma letra maiscula em cada
periodo de avaliacdo e minuscula dentro de cada localizacédo do talhdo, néo diferentoa 5% pe
teste t (LSD).

Em relacdo as outras posicdes do talhdo amostradas, de maneira geral, as

concentragdes de GMa Lr foram maiores que -k, nas coletas realizadas em Fevereiro

2013 e Julho e Dezembro 2014, ndo sendo observada diferencas nos outros periodos avaliados
(P>0,05). Para medi¢bes realizadas no ano de 2013, a média da concentracaonds CO
camadas do solo foi significativamente superior narElo que na Ek, ndo havendo
diferencas entre os outros periodos (P>0,05). As observacbes encontradas se opdem a
hipotese de que nos tratamentos com exclusdo de raizes, a concentracaseiaCaenor

do que nos tratamentos sem isolamento. Este resultado pode ter sido causado por um artefato

do experimento, onde os tubos de exclusdo de raiz favorecem o permanéncia de uma maior
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umidade ao longo do perfil do solo. Tal fato foi observado em outros estudos com excluséo de
raiz (Irvine et al., 2008; Ruehr e Buchmann, 2009), o que poderia ter favorecido a atividade
microbiana, especialmente em épocas mais secas.

A concentracdo de Gna EL:r foi significativamente maior do que nagl. com
excecdo da camada 0-10 cm (Figura 14). A concentragao gea€@®@ngo do perfil do solo
na L.r, foi similar a encontrada nad,. exceto na camada 40-60 cm onde a concentracao na L
r era torno 25% superior ao encontrado na L (11140 + 910). Por sua vez, a concentragédo de

CO; nas camadas 20-40 e 40-60 cm dagEbram maiores que na EL
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Figura 14. Concentracdo média de €(@CO2]) no perfil do solo em diferentes localiza¢des

do talhdo, sendo L = linha de plantio, EL= entrelinha de plantio, L IR= Linha isolada de raiz e
EL IR= entrelinha isolada de raiz. Médias seguidas de mesma letra mailuscula dentro cada
camada e minuscula dentro de cada localizacdo do talhdo ndo diferem a 5% pelo teste t
(LSD).

De maneira geral, a concentracdo de @@mentou ao longo do perfil do solo, com
excecao do que foi observado nafE(Figura 14). As variacdes na concentracido de &0
longo do perfil do solo sdo governadas pela interacdo entre 0s processos que controlam a
producdo de Cg¢ tanto originado da respiracdo autotréfica como heterotrofica (Flechard et
al., 2007), assim como pelos fatores que afetam a difusdo don&€®olo, entre eles a
porosidade, tortuosidade do solo, umidade, textura e densidade do solo (Goutal et al., 2012)
Como consequiéncia do mais lento transporte de @2 camadas mais profundas para a

superficie do solo, um gradiente de concentracao é formado ao longo do perfil do solo, sendo
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as concentragdes nas camadas mais profundas sempre maiores que nas camadas superficiais.
Neste experimento, a espessura da Ultima camada avaliada corresponde a quatro vezes a
espessura da camada superficial, o0 que possivelmente aumentou a diferenca no gradiente de

concentracdo observada.

3.4.3 Razéo Isotopica do©O; ao longo do perfil do solo
A Figura 15 mostra a dinamica da composicao isotopica dea@@ngo da duracao

do experimento (Figura 1). Em alguns periodos amostrados, principalmente na camada 60-
100 cm da Elg+snio foi possivel realizar a coleta de gases para a determinagio do §°COy,

uma vez que os tubos de gases estavam saturados por agua.

— L+raiz i EL+raiz

313C02 (%o)

313C02 (%0)
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Figura 15. Razé&o isotdpica do C@13C0O2) (média + erro padrdo, N=4), durante dois anos

e cinco meses do crescimento do eucalipto, nas camadas de solo 0-10, 10-20, 20-40 e 40-60 e
60-100 cm da linha (L+raiz), entrelinha (EL+raiz), linha com excluséo de raiz (L-ra&) e
entrelinha com excluséo de raiz (El-raiz).
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Ao longo do tempo, o §1*CQ; tornou-se menos enriquecidm éC, ou seja, com valor
de 81°C mais negativo, para todas as posicées e camadas amostradas, com excecdo da camada
60-100 cm na Elr (Tabela 3, anexo). Para esta camada, ndo houve diferencas significativas
no 3*CQ, ao longo do tempo. Em Julho 2014, foram observados os valores mais negativos de
313CO, para todas as camadas nas diferentes posicdes do talhdo amostrado. Por sua vez, em
Fevereiro os valores de §13CQ, tenderam a ser menos negativo, chegando a atingir os valores
observados no inicio do experimento.

A diminuicio dos valores do 3CO;, observada ao longo do tempo pode ser explicada
pelo aumento da biomassa radicular do eucalipto e consequiente incremento na contribuicdo
da respiragao radicular para o £®tal do solo. Similar padréo foi observado por outros
autores (Rochette et al., 1999; Pausch and Kuzyakov, 2012), onde em areas de substituicdo de
plantas G para G os valores do §**CQ;, do solo, até 70 cm de profundidade eram em média -

16 %o durante a estacdo de crescimento, o que representava uma variagdo de 7 %o em relagdo
ao observado no inicio do experimento.

Uma vez que os valores de **CO, do solo se relacionam com a respiragao radicular,
fatores que afetem a fisiologia das plantas de eucalipto, podem alterar os valores do §°CO;
observado. Altas temperaturas e baixos conteddos de agua nos tecidos da planta podem
conduzir a uma diminui¢do na taxa fotossintética, na producédo de novas raizes e na respiracao
associada ao crescimento das plantas (Pallardy 1997 b). Especialmente, em espécies de
eucalipto, inUmeras estratégias podem ser adotadas para superar as baixas umidades do solo,
entre elas alteracao no acumulo e alocacéo de matéria seca (Muell et al., 2003; Duursma et al.,
2011) entre outras. Assim, os valores de §13°CO, menos negativo em Fevereiro 2014 podem
estar relacionado a estratégia adaptativa das plantas de eucalipto, frente a baixa umidade do
solo (Figura 5), diminuindo a taxa de respiracdo e a sua contribuicdo paratot&@as
camadas do solo (Figura 16).

Ao longo do tempo, pequenas diferengas valores de $3CO; entre as camadas de
solo foram observadas ao longo do tempo (Tabela 3, anexo). Por outro lado, os valores de
313CO2 entre as posicdes do talhdo amostradas tenderam a ser diferentes a partir das coletas
realizadas em Agosto 2014 (P<0,10). De maneira geral, os valores de d13CO2 foram mais
enriquecidos em 13C para amostras coletas nos tratamentos com exclusdo de raiz. Da mesma
forma, este efeito foi mais constante para as camadas mais profundas do que as camadas

superficiais (0-10 e 120 cm). Os maiores valores de §13CO2 nos tratamentos com exclusido
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de raizes, nas camadas mais profundas, estdo associados a menor contribuicdo do C de plantas
C3 para 0 CO2 do solo, especialmente via deposicéo e crescimento radicular.

O aporte de C no solo, por meio da serapilheira, pode justificar o fato de ndo serem
observadas diferencas nos valores de 8'3C0O2, das camadas 0-10 e 10-20 cm, entre
tratamentos com excluséo de raiz e sem exclusdo de serapilheira. Possivelmente, a continua
entrada no solo de material com taxa de decomposicdo mais rapdaue do C
anteriormente formado ¢ ou seja, o efeito priming positivo pode ter mascarado os efeitos
do isolamento de raiz, especialmente para as camadas mais superficiais, causando uma

diminui¢do nos valores do §1*CQy.

3.4.4 Dinamica da concentracao de-@@s camadas do solo
A concentracdo de Ghas camadas do solo compreende a soma entre a respiracéo

heterotréfica (Rh), devido a utilizagdo da MOS pelos microorganismos, e a respiracao
autotrofica (Ra), proveniente da raizes e dos microorganismos presentes na rizosfera. A partir
do particionamento da respiracdo do solo € possivel entender processos que regulam a
ciclagem da MOS. No perfil do solo, com particionamento € possivel compreender como
ocorre a distribuicdo da contribuicaasdliferentes fontes de C para o £ solo.

Poucas diferencas na contribuicdo da Ra para e t6tal da L ou EL foram
observadas. A contribuicdo da Ra era maior para amostras na L do que na EL, nas coletas
realizadas em Fevereiro, Julho e Dezembro 2013, para todas as camadas exceto nos primeiros
10 cm de profundidade (P<0,05).

A contribuicdo da Ra para a concentracédo de @@Csolo tendeu a aumentar ao longo
do tempo, sendo observadas as maiores contribuicbes em Julho 2014. Para este periodo, a

contribuicdo da Ra era 37% na camada 20-40 cm da L e até 28% na EL (Figura 16).
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Figura 16. Contribuicdo da respiracdo autotrofica (Ra) para e ©fl das camadas 0-10,

10-20, 20-40 e 40-60 cm na linha (L) ou entrelinha (EL). Médias seguidas de mesma letra
maiuscula dentro da posicdo no talhdo e na mesma camada e minuscula dentro da mesma
posicdo e periodo de avaliacdo, nédo diferem a 5% pelo teste t (LSD).

De maneira geral, a contribuicio da Ra para o @& camadas de solo era
significativamente diferente para amostradas coletadas na L. A maior contribuicdo da Ra nas
épocas mais frias foi observado na camada 20-40 cm. Por sua vez, em Fevereiro 2014, a

maior contribui¢cdo foi observada na camada 0-10 cm. Era dspera menor contribuicdo
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da Ra para as camadas mais profundas do solo em época de menor taxa crescimento, 0 que
coincide com os meses de Agosto e Julho. Pausch & Kuzyakov (2012) avaliando o
particionamento da respiracdo do solo, observaram uma maior contribuicdo da Ra para a
camada entre 40-70 cm, coincidente com o periodo da maior taxa de crescimento do milho.
Contudo, neste experimento, os meses de Agosto e Julho corresponderam ao periodo com
maior conteudo de agua no perfil do solo, o que pode ter dificultado a difusividade.do CO

para a superficie do solo, favorecendo sua concentracao nestas camadas.

3.4.5 Concentracao de GH
Diferencas entre as concentragdes de fokam observadas, principalmente, ao longo

do tempo (P<0,05) (Figura 17). Entretanto, ndo houve um padrao temporal para a variacdo na

concentracdo de CGHas diferentes posicdes e camadas de solo avaliadas.
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Figura 17. Concentracdo deCHs (média + erro padrdo, n=4) durante o periodo do
experimento nas camadas de solo 0-10, 10-20, 20-40, 40-60 e 60-100 cm.

De maneira geral, a concentracdo de; 6&b diferiu entre as camadas de solos nas

diferentes posicdes do talhdo amostradas, ao longo de todo o periodo de duragédo do
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experimento (P>0,05) (Tabela 4, anexo 4). Diferengas foram observadas-siad_periodo

de Novembro 2013 & Dezembro 2014, onde a concentracdo gel@@Hcamadas mais
superficiais (0-10 e 10-20 cm) era maior do que nas outras camadas. A0 mesmo tempo, a
concentracdo de GHoi significativamente maior na camada 60-100 cm em Agosto 2013
para amostras coletadas nads (4,37 £ 2,06ppm)e em Fevereiro 2012 nakk (3,64 £ 1,4

ppm).

O CH; é produzido no solo pela quebra de compostos organicos, em condigdes
anaerobicas, sob baixissimos potenciais redox. Outros estudos tém mostrado que o alto
consumo de oxigénio @ durante a mineralizacdo de substratos favorece a formacdo de
micro-ambientes anaerdébicos no solo (Flessa & Beese, 2000; Jager et al., 2011). Nao
obstante, Reay et al., (2001), verificaram que em algumas florestas de Pinus a capacidade de
oxidacdo do CH aumentava com a profundidade do solo. Se associado ao crescimento da
floresta, a maior producdo de €£Has camadas mais superficiais pode ter sido favorecida
pelo aumento na entrada de serapilheira na é&rea, expansdo do sistema radicular e o
desenvolvimento da rizosfera. Além da alta atividade microbiolégica, que pode se associar ao
maior consumo de Oe provavel formacdo de ambientes anaerdbicos nesta camada. Neste
sentido, Ma e Lu (2011) encontraram maior enriguecimento de metanogénicos
hidrogenotroficos na regido da rizosfera do que no solo, os quais podem estar favorecer
incrementos na produgéo de Okhis camadas mais superficiais .

A concentracdo de CHiliferiu entre as posi¢des no talhdo, até coletas realizadas em
Fevereiro 2014 (P<0,05) (Figura 17, Tabela 4 anexo). A partir de Fevereiro 2014, a
concentracdo média de @Ho perfil do solo avaliado era em média 0,76 + 0,05 ppm, similar
ao encontrado em Julho 2014, mas significativamente superior ao encontrado em Dezembro
2014 (0,45 = 0,02 ppm). Hiltbrunner et al.(2012) constataram que o reflorestamento de areas
de pastagens aumenta a oxidacdo da, Gehdo este efeito convergente mesmo entre areas
com grandes variagdes climaticas Contudo, as condi¢des edafoclimaticas da &rea experimento
garantem condi¢cdes peculiares para 0 processo de metanogénese e, portanto, aumentos
progressivos na capacidade oxidativa dos solos no nosso experimento ocorrera a uma taxa

mais lenta do que observada por outros autores.
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4. Conclusdes
e A substituicdo de areas do Pampa por florestas de eucalipto, apos 29 meses de

introduc&o da cultura, resulta na reducao dos fluxos superficiais gle @®concentracdo de
CO, nas camadas do solo, até 1 m de profundidade.

e O fluxo de CH néo é alterado em funcéo da substituicdo do Bioma Pampa por
florestas de eucalipto

e Até 29 meses de crescimento da floresta, o aporte de C ao solo via serapilheira
nao resulta em grandes diferencas nos fluxos de @&@®relacdo a remocédo deste aporte.

e Por unidade de area, as emissdes der@dinha sdo superiores as emissdes na
entrelinha, contudo ressalta-se que dentro de um talhdo, area util da linha corresponde em
média & metade da area da entrelinha.

e A contribuicdo da respiracdo autotrofica para os fluxos de CO2 observados
aumenta progressivamente com o crescimento da floresta, contribuindo, ao final do
experimento, com mais de 50% do fluxo observado. Entretanto, em condi¢cdes de baixa
umidade do solo, a contribuicdo autotréfica reduz-se fortemente. Como exemplo, essa
contribuicdo na floresta com 19 meses de idade, no periodo de seca, € similar valores

observados no inicio do experimento.
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6. Anexo

Tabela 2 Fluxos de C@(mg CCO, m? h) e razio isotopica §13C-CO, em &reas de eucalipto sob diferentes manejos e aporte de C
no solo.

Periodo Amostrado
Posicdo no talhdc Entrada C Nov 2012 Fev 2013 Ago 2013 Nov 2013 Fev 2014 Jul 2014 Dez 2014
Fluxo de CQ(mg CCO, m? h)

L +R+S 204 Ac 164 Bab 52 Dab 186 ABa 68 Db 114 Ca 72 Dcd

+R-S 251 Ab 187 Ba 74 Da 138 Cb 82 Dab 97 Da 100 Dab

-R+S 22 Ac 146 Bb 56 Fab 110 Bbc 65 DEb 33 Fc 90 Dbc

EL +R+S 323 Aa 162 Bab 32 Fbc 126 Cab 70 DEb 61 Eb 89 Dbc
+R-S 177 Ad 115 BCc 36 Dbc 89 Cc 100 BCa 58 Dbc 126 Ba

-R+S 119 Be 139 Abc 24 Cc 106 Bbc 30 Cc 113 ABa 47 Cd

313CO; (%o)

L +R+3Y  -13 0,9 -18 0,3 -18 -22 0,9 -19 *03 -26 +0,9 -25 #0,5
-R+32  -13 0,6 -13 0,5 -13 -15 0,9 -15 #1,1 -21 #1,9 -17 0,7

EL +R+3Y  -16 0,5 -17 0,6 -21 + -20 0,6 -14 *09 -24 +05 -20 0,7
-R+82  -12 0,5 -15 %18 -15 -14 05 -11 #11 -18 +1,1 -15 #*1.8

MRaz&o isotopica do CO, calculada com base no proposto por (Miller e Tans, 200Baz&0 isotopica do CO, na camada
0-10 cm do tratamentos com exclusdo de razdo. Sendo Linha (L) e eat(Blinkentrelinha; +R sem exclusdo de raiz, -R com
exclusdo de raiz; +S sem exclusdo da serapilheia @m exclusdo da serapilheira. Média de: €&yuidos por mesma letra
mailscula dentro da linha ou mindscula na coluna, ndo diferem entrési@ Brobabilidade pelo teste t.
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Tabela 3.Razé&o isotopica média do €@as camadas do solo

Posicao Periodo de aval@io
C;irlga(iiso no Nov Fev Ago Nov Fev Jul Dez
talhdo 2012 2013 2013 2013 2014 2014 2014
L+r -13,2 Caa -15,9 BCaa -16,6 ABCaa -17,2 ABCaa -14,2 BCab -19,9 Aaab -17,7 ABaa
0-10 EL.r -14,2 Baa -14,5 Bba -17 ABaa -16,6 ABaa -14,9 ABab -19,1 ':Sb -17,7 ABaa
L-r -13,0 Caa -129 Caa -13,3 BCab -14,6 BCaa -15 BCab -20,7 Aab -17,5 ABaa
EL-r -12,5 Bba -15 ABaa -15,8 ABaab -14,2 ABaa -11,3 Baa -17,5 Aaa -15,4 ABaa
L+r -13,6 Caa -16,1 ABCaa -17,9 ABaa -17,4 ABCaa -14,6 BCaa -19,1 Aaa -17,9 ABaa
10-20 EL.r -13,6 Caa -14,3 BCba -16,1 BCaab -17,3 ABCaa -15,1 ABaa -20,6 Aba -17,9 Abaa
L-r -13,2 Baa -13,2 Baa -13,4 Bab -14,5 Baa -14,6 Baa -18,7 Aaa -17 Aaa
EL-r -12,6 Aba -13,5 CbDaa -17,3 BCaa -15 BCDaa -12,5 Daa -19 ABaa -15,4 BCDaa
L+r -13,6 Caa -16,1 BCaa -18,2 ABaa -18,2 ABaa -15,7 BCaa -21,9 Aaa -18,9 ABaa
2040 EL.r -13,6 Baa -14 Bba -16,5 Baab -16,2 Baab -14,6 Baab -22,1 Aba -173 Baa
L-r -13,3 Baa -13,5 Baa -13,4 Bab -14,5 ABab -14,1 Baab -18,4 Aab -17,3 ABaa
EL-r -12,7 Bba -13,6 Baa -15 Bab -13,9 Bab -12,1 Bab -19,7 Aaab -16,2 ABaa
L+r -13,5 Caa -15,6 BCab -16,5 BCaa -17,9 ABaa -15,3 BCaa -21,6 Aab -18,9 ABaa
4060 EL:r -13,5 Baa -20,1 Aaa -16,1 ABaa -16,3 ABaab -13,7 Baa -20,2 Abb -17,4 ABaa
L-r -13,1 Caa -13,3 Cab -12,8 Cab -14,1 BCabc -13,9 BCaa -19,7 Aaab -17,9 ABaa
EL-r -12,7 ABba -13,2 ABab -12,4 Bac -14,8 ABaa -16,7 Aab -16,3 ABaa
L+r -13,3 Dab -15,1 BCDaa -18,2 ABCaa -18,4 ABCaa -14,7 CDaa -22 Aaa -19,2 ABaa
60-100 EL.r -13,3 Aab -13,9 Aba -16,5 Aaa -16,2 Aaab -13,5 Aaa -16,7 Aab -16,5 Aaa
L-r -12,9 Bab -13,1 Baa -12,5 Bab -13,9 ABab -13,8 Baa -18,1 Aaa
EL-r -17,1 Aaa -12,4 Baa -17,2 Aaa

Médias seguidas por mesma letra mailscula dentro de cada camada e posicdaninkitda dentro do mesmo periodo e posi¢do ou letra minuscula italica
dentro da mesma camada e periodo nao diferem entre si a 5% pelolteditgha do talhdo, EL= entrelinha do talhdo, -R= tratamento com exclesé@izde +R=
tratamento sem exclusdo de raiz
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Tabela 4 Média da concentracao de CH4 (ppm) nas camadas do solo em diferentes posi¢cées no talhdo durante o experimento.

Periodode avaliagcéo

Camada do solo (cm Posicao no talhac Nov Fev Ago Nov Fev Jul Dez
2012 2013 2013 2013 2014 2014 2014
L:r 0,75 Baa 1,36 ABaa 1,21 ABbab 1,31 ABaa 1,72 Aaa 1,14 ABaa 1,08 Abaa
0-10 EL:r 1,34 Abaa 1,16 Abba 0,63 Babb 1,28 Abaa 1,50 Aba 1,14 ABaa 1,09 Abaa
Lr 0,76 Aaa 1,11 Aaa 1,21 Aaab 1,18 Aaa 1,23 Aaa 0,87 Aaa 1,17 Aaa
ELr 0,60 Caa 1,15 ABaa 1,81 Aaa 0,99 BCaa 0,85 BCabb 1,04 BCaa 1,03 BCaa
L+r 0,35 Baa 1,0 ABaa 1,19 Abba 0,71 ABaba 1,42 Aaa 0,98 ABaba 0,69 ABaba
10-20 EL.r 1,10 Abaa 0,96 Abba 1,31 Aba 0,94 Abaa 0,98 ABaba 0,56 ABaa 0,40 Baba
L-r 0,21 Baa 0,86 ABaa 1,09 Aaa 0,85 ABaa 0,76 ABaa 0,48 ABaa 0,62 ABaba
ELr 0,53 Baa 0,86 Baa 1,80 Aaa 0,93 Baa 1,16 ABba 0,41 Baa 0,72 Baa
L:r 0,16 Aaa 0,59 Aaa 0,96 Abab 0,30 Aba 0,42 Aba 0,85 Aabca 0,19 Aaba
2040 EL:r 0,78 Abaa 1,31 Aba 0,72 ABabb 0,88 Abaa 0,60 ABaba 0,38 Aaa 0,21 Aaba
L.r 0,27 Baa 0,81 ABaa 1,28 Aaab 0,72 ABaa 0,52 ABaa 0,06 Baa 0,21 Bba
ELr 0,47 Baa 0,67 Baa 1,89 Aaa 0,85 Baa 0,77 Baba 0,50 Baa 0,65 Baa
L+r 0,12 Baa 0,54 ABab 1,28 Aba 0,19 Bbb 0,29 Bba 0,14 Bbca 0,19 Baba
40-60 EL:r 0,64 BCaa 1,58 Aba 0,60 BCaba 1,38 ABaa 0,60 BCaba 0,28 Caa 0,16 Caba
L.r 0,18 BCaa 1,31 Aaab 0,37 ABaa 0,90 BCaab 0,50 ABCaa 0,03 Caa 0,24 BCaba
ELr 0,14 Aaa 0,51 ABab 0,73 ABaab 1,16 Aba 0,71 Abaa 0,17 Baa
L+r 0,04 Baa 0,51 Bab 4,37 Aaa 0,19 Bba 0,15 Bba -0,09 Bca 0,03 Bba
60-100 EL:r 0,80 Baa 3,64 Caa 0,36 ABbb 0,92 Baa 0,32 BCbha 0,64 BCaa -0,08 Cha
Lr 0,16 Aaa 0,44 ABaa 1,06 Bab 0,56 ABaa 0,46 ABaa -0,02 Aba
ELr 0,20 Aaa 0,25 Aaa 0,23 Aaa

L=linha do talhdo, EL= entrelinha do talhdo, -R= tratamento com exclusdo deRaizratamento sem exclusdo de raiz. Médias seguidas por letra mailscula
dentro de cada camada e posicéo ou letra mindscula dentro do mesmo @@osdao ou letra mindscula italica dentro da mesma camada e perioders@o d
entre si a 5% pelo teste t.
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[l - CHAPTER 2

STABLE ISOTOPE TRACING OF CHANGES ON SOIL ORGANIC
MATTER FRACTIONS AND MICROBIAL COMMUNITIES FOLLOWING
THE SIMULATED MANAGEMENT OF EUCALYPT HARVEST RESIDUES

1. Introduction
Planted forests are the key of low-carbon emergent economics, reducing

pressure over native forest and enhancing the forestry potential for mitigate climate
change (Bonan, 2008). In this scenario, Eucalyptus sp. is the most widely planted
tree genus in Brazil (4,8000.000 ha), mainly intended to supply pulp production. In
production systems, short rotation (5-7 years) of a densely planted forest Ig usual
adopted, which leads to a high soil nutrient demand. The potential for returning part
of this nutrient requirement to soil relies on management practices. One of those
practices is correlated with harvest residue management and its interactions with
edaphoclimatic conditions (du Toit et al., 2010), which can result in negative soil-
plant nutritional balance when nutrients exportation is higher than the nutrients input.

Hernandez et al. (2009) founded that commercial logs exported accounts for
61% of the above-ground biomass and less than 50% of total nutrients in an
Eucalyptus dunni plantation in Uruguay. These authors pointed out that specific
compound can carry greater quantities of nutrient content in harvest residue, as in
bark which has more than 50% of available calcium (Ca) or leaves with almost 30%
of nitrogen (N) available on residue. Regardless of the specific composition of
harvest compounds, decomposition of organic residues left on site at harvest can
release large amounts of nutrients favoring forestry production (Paes et al., 2013;
Versini et al., 2013). Moreover, harvest nutrient released may enhance the
mechanisms of soil organic carbon (SOC) stabilization (Neff et al., 2002; Litzow et
al., 2006; Huang et al., 2011).

The chemical composition and structural characteristics of residue determine
the rate of biomass loss (Berg, 2000; Santo et al., 2009) and most of chemical indices
of substrate quality used for describing the residue dynamic in soil considerate the N
residue amount, for example, C:N, lignin:N and N:P ratios and the initial N content
(Dijkstra et al., 2004; Manning et al., 2008; Cuchietti et al., 2014). Meanwhile,
Puttaso et al. (2011) found that they can describe adequately reside decomposition,
but just when applied on a time scale. For example, N amounts are positively

correlated with the initial decomposition rate and the opposite behavior is observed
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for lignin, lignin:N ratio, polyphenols in latter decomposition periods. Moreover,
long-term N additions may favors C stocks in soil specially in litter with high
content of lignin (Grandy e Neff, 2008).

One of the possible explanations for such behavior is the central role of soil
microbes on many processes. Microbial communities can be altered by warming, N
fertilization, pH, C:N ratio (Ros et al.,, 2006; Hogberg et al., 2007; Lucas et al.,
2007), but consequences of these shifts for C dynamics are difficult to predict as a
consequence of microbial redundancy (Deacon et al., 2006). Specifically, metabolic
responses of microbial community to N enrichment are complex and highly variable.
For example, addition of mineral N on organic soil layer showed to shift microbial
enzymes production when C:N ratio were higher than 25 but could not alter it when
C:N ratio were lower than 20 (Michel e Matzner, 2003). In another study, N
availability was positively correlated with cellulose activity (Geisseler e Horwath,
2009), but this relation is more complex when production of extracellular enzymes
target to decomposition of recalcitrant C, as lignin and polyphenol (Sinsabaugh,
2010). Thus, microbial community and their enzymes activities regulateCsoill
cycling, but the mechanisms involved are not well-understood (Treseder et al., 2012).

Soil organic matter (SOM) is an important source of nutrients for plants and
soil microbes, plays a central role on greenhouse gases mitigation and is considered
an indicator of soil quality. So, changing on soil C stocks can be a powerful tool to
evaluate the sustainability of forest management practices (Leifeld e Kogel-Knabner,
2005) and may be an important predictor of soil use change.

Land use change, specificallg @ C; vegetation or vice versa allows the use
of stable isotope tracing for analyzing change on C cycling under field conditions.
Moreover, the C-isotope signature of individual phospholipid fatty acids (PLFA) can
be a useful approach, on a temporal base, to investigate of microbial groups which
use a given C source (Glaser, 2005; Rubino et al., 2010). U€ingotope analyses
the aim of this work was to investigate alteration of microbial community
composition and soil C dynamics caused by different harvest residue management.

We hypothesized that residue incorporation accelerates decomposition rate
and reduces SOM accumulation, bark maintenance decré@seate of residue
decomposition and this effect is stronger at higher N availability and fungi are the
main decomposer groups of harvest residues with bark and has proportionally more

residue-C in their biomass than the other microbial groups.
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2. Material and methods

2.1 Study site and experimental design
The study site was located in southern Brazil (30°26’S; 54°31°W), near

Brazil-Uruguay border, under subtropical conditions and within the Pampa Biome
(native grasslands) domains. The Pampa Biome occupies an area of 176.500 km?2
which represents 2% of the Brazilian territory (Ministry the Environment (MMA),
2007). Some floristic analyses had pointed out that a distinct characteristic of this
Biome is the coexistence ofs@nd G species, which revealed a high degree of
similarity between Pampa and Cerrado biomes, and also with temperate grasslands
on Rio de la Plata region (Overbeck et al., 2007). The favourable topography and
climate have attracted companies of forest sector and extensive areas of this unique
native vegetation are being rapidly converted to short-rotation eucalypt plantations.

Climatic conditions over the experimental period are shown in Figure 1.
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Figure 1. Monthly average temperatures (dotted line), minimum and maximum
temperatures (continuous line) and precipitation (bars) in southern Brazil over the
experimental period.

The soil is a Humic Inceptsol (U.S. Soil Taxonomy). Selected soil properties
at the start of the experiment in the 0-10 cm layer were as follow: pgbi, (H2.5)
was 4.71; total organic carbon (Walkley & Black, 1934) was 2.32 dagkgation
exchange capacity at pH 7 was 15.91 ¢rdaf®; base saturation was 48%; sand, silt
and clay content (Ruiz, 2005) were 170, 550 and 280'grkgpectively. The natural
isotopic C compositiond(*3Cepg) of soil was 3.3 %o, which, indicates that native
SOM was mostly derived from s(bhotosynthetic type. Our experiment started 3
months after native Pampa plants elimination by non-selective herbicide (glyphosate)
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spraying and seedlings establishment of Eucalyptus dunni. As a consequence of the
beginning of G to G vegetation change, we could ensure at |[d8s¥%o on variation

of 13C natural abundance between the former native soil C pool and the new added
Cs residue. Naturat®C abundance of eucalypt harvest residues averaged -26.2 and
25.8 %o, respectively, for residues without and with bark (more details below). Other

harvest residue characteristics are presented in Table 1.

In the present study, we simulated three types of harvest residue
management: all aboveground harvest residue and previous litter were removed (-R),
only bark was removed from harvest residue (-B), which left on the soil surface 2,1
kg n? of residue and all harvest residue was kept on soil surface (+B), which left on
the soil surface 3,1 kg%wf residue; two soil management: maintenance of harvest
residues on soil surface (SUP) and incorporation of harvest residues into the soil up
to 5 cm deep (INC) and; two mineral N fertilization level: without N fertilization (-

N) and 200 kg hof fertilizer (200 kg h&). The treatments were combined in a split

plot design, with four replicated blocks.

Table 1. Residue characteristics in the beginning of this experiment

C N
Residue Compound Composition 1 .
(dag kg*) (g kg?)
-B Leaves, Stem, Branch and Roots 44.9 6.3
+B Leaves, Stem, Branch, Roots and B.  44.2 5.2

The amount of residue applied simulated a harvest residue left on site by a
forest stand with productivity of 50 m3-hgear. Ammonium nitrate NH4*NOs),
and ammonium sulfate 1{NH4).SQu), with 98%. °N atom percent excess (APE)
were used as N sources. Both fertilizers were mixed together to provide a solution
with 10% APE.

Our experimental units were microplots (based on Blumfield et al, 2004)
consisted of by polyvinyl chloride (PVC) tubes with length and diameter of 15 cm
(Figure 2). The tubes had six 10 mm side holes to avoid some limitations of
decomposition studies, i.e. faunal exclusion (Bradford et al., 2002). Tubes were
inserted 10 cm into the soil, with side holes leveled with the soil surface. Harvest
residues were placed inside the microplots and either incorporated or left on the soil

surface. For incorporated treatments, the soil (0-5 cm) from inside the microplot was
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removed with a spoon and put apart on a plastic film, then a fine plastic é@esh (
mesh) was placed on the newly exposed soil surface to delimit the volume of soill
into which the residue incorporation would take place. The residues were mixed
manually with the soil taken from the microplots (0-5 cm deep) and saved apart and
then accommodated back inside the microplot. Care was taken to ensure the original
soil volume and bulk density was reached by hand pressing the soil + residue mix. In
+N treatments an amount of N equivalent to 200 k§was applied as a solution of

the above-mentioned sources. The solution (100 mL) was applied inside the
microplots on top of the residues in SUP treatments and for INC treatments it was
mixed with residue and soil before taking place on microplot.

Following, each PVC units was covered with a coarse plastic mesh to avoid
external litter deposition inside the experimental unit. The tubes containing the
treatments were kept on the field during O, 3, 6 and 12 months. At each sampling
time, they were carefully excavated as intact soil cores, covered tightly with
styrofoam lids, involved in a plastic film and then immediately transported to the

laboratory for soil and residue analygse

2.2 Soil CO2 efflux measurements
Soon after arriving in the laboratory the whole experimental units (PVC tubes

containing soil and residues treatments) were placed into air-tight 3 L-plastic
container and incubated during 7 days. Respired carbon dioxidg éGtited was
captured with twoCO; traps (1 mol [!NaOH; 30 mL each). For each incubation
batch there were a replicated control containers (no soil) in order to capture and
quantify the CQ@ and&*3C-CO; values of the ambient air in the containers headspace.
One of the trap vials was anaézBaCb/HCL titration method to quantify
the respiredCO,. The other vial was used to determitéC of respired CQ(5°C-
CQ,) using a method adapted from the Werth et al. (2006) protocol. Briefly, the CO
trapped as sodium carbonate {8&s) was precipitated with Bag{1 mol LY). The
precipitate formed was centrifuged and washed with deionised water for four times at
3000 rpm for 10 min. After washing the precipitate, the remained water was removed
from the vials and the BaGQvas dried at 105 °C. Finally, the Ba€®as analyzed
in an Stable Isotope Ratio Mass Spectrometer (IRMS 20-20 ANCA-GLS, Sercon,
Crewe, UK) to determing**C-COyvalues.
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2.3 Residue and soil analyses
After the incubation period, residue was manually separated from the soil.

Soil adhering to residues, particularly in the incorporated treatments, was wiped off
with a small brush. Residues were oven-dried at 60 °C for 96 h, weighted and ground
(<0.212 mm) for IRMS analyses.

In superficial treatments, soil from the 0-1cm and 1-5 cm layer (0-5 cm in the
incorporated treatment) was removed with a spoon and segregated in two
subsamples: one was frozen at -80 °C, lyophilized, tightly packed and stored at -80
°C until PLFA analyses. The other soil subsample part at 0-1 cm soil layer and soil at
0-5 cm of INC treatments were air dried and sieved (<2mm) for SOM fractionation,
using Cambardella and Elliott (1992) protocol. Briefly, soil were dispersed with
sodium hexametaphosphate (5 ¢)L1:3 wlv, by shaking for 15h on a horizontal
shaker. SOM fractions were separated passing the dispersed soil through a 53 um
sieve with water rinses. The material retained on the sieve is defined as Particulate
Organic matter (POM) and OM associated with soil minerals (MAOM) is the
fraction that passed through the sieve. These fractions were oven dried at 50 °C until
constant weight, than weighted and powdered in a ball mill (<0.150 mm) for

subsequent IRMS analyses.

2.4 PLFAanalyses
Soil sub-samples in the 0-3 cm depth at 3, 6 and 12 months of this experiment

were frozen and lyophilized for PLFA analyzes. The soil sub-samples reserved were
thawed to room temperature. All visible plants debris was removed by handpicking
using tweezers and then soil was ground.

A modified Bligh Dyer extraction procedure (Dungait et al., 2013) was used
to extract PLFAs. Briefly, Bligh Dyer solvent [monopotassium phosphateRK)
buffered water, chloroform (CHg)land methanol (MeOH), 4:5:10, viviv at pH]7.3
was added to soil in a 3:1 v/w ratio, ultrasonicated for 15 min and then centrifuged.
The organic phase obtained was fractionated using silica (Si) gel columns and the
differential lipids solubilities on CHG| acetone and MeOH that resulted on neutral,
acidic and polar fractions. Nonadecane (0.1 mgYnused as an internal standard,
was added on polar fractions before its saponification and methylation.
Saponification was performed adding methanolic NaOH (0.5 ripliLh, 80 °C)
and methylation was performed with acidic MeOH (1 h, 70 °C) thus obtaining fatty

45



© 00 N o u b~ W N

N NN N N N N NN P P P R P R R R R g
0 N O U1 W N R O O O N O U N~ W N R, O

29
30

31
32

33

acid methyl esters (FAMES). FAMEs were separated after addition of ultrapure water
extracted with and hexane. FAMEs were quantified using a Thermo Finnigan Trace
GC/MS system (Thermo Fisher Scientific, Hemel Hempstead, UK), separated using
an Agilent 50% Cyanopropylphenyl-dimethylpolysiloxane column (30 x 0.25 mm
.d. x 0.25 um film thickness) and He as carrier gas (pressure of 10 psi). The GC
temperature conditions were 80 °C for 1 min, to 180 °C at 15 °G,itur215 °C at 3

°C min! (held for 3 min).The MS interface was held at the maximum oven
temperature, the ion source was held at 280 °C and the quadrupole mass analyzer
was operated in electron ionization (EI) mode and scanning over ag2®G0ange at

1.7 scans & The current emission was maintained at 300 mA and the electron
energy was 70 eV.

Compound-specific stable isotope measurement of individual PLFA were
performed using a GC-C-IRMS system (Varian 3400 GC attached to a Finnigan
MAT Delta S isotope ratio MS) operating under the following conditions: electron
ionisation, 100 eV, 1 mA electron energy, 3 Faraday cup collectors m/z 44, 45 and
46, CuO/Pt Finnigan MAT Mark | combustion interface maintained at 940 °C). GC
conditions were similar as those described above. Samples were run in duplicate and
calibrated against a CQeference, injected directly into the source in the beginning
and at the end of every run.

Taxonomic groups of microorganisms was interpreted according to PFLA
grouping proposed by Frostegard et al. (2011). Basically, branched-chained
iso/anteiso fatty acids represent gram positive bacteria, cyclic fatty -aajiam
negative bacteria, 10te-branched fatty acids Actinobacteria, acid octadecadienoic
(18:206) — Fungi, and saturated fatty acids (16:0, 18:0) as “general”, meaning
common among divergent taxal®C of taxonomic groups was calculated by

weighted average based on the proportion of each specific PLFA in the taxonomic

group.

2.5 Isotopic calculations
The fraction of residue derived-C in any OM fractigg() was calculated by

fOM = 613Cf - 513Cref/513Cres - 513Cref
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where f= 5°C of OM fraction one year after beginning the experimess, =
average of6*3C harvest residue compounds. Specifically, we adopted ref for the
POM fraction as the initiad'*C of POM (time 0) and for MAOM fraction, ref was
the 5*3C of the MAOM fraction itself from the treatment not amended with residues
(-R), in the end of this experiment. This calculation accounted for the transfers
occurring from POM to MAOM during the experimental period, which could hide
residue contributions.

The fraction of residue-derived C incorporated into PLFA of microbial group

(fwc) was calculated by

fue = 513CfMB - 513CrefMB/513Cres - 513Crefsoil

where fMG = $°C of microbial group (PLFA)refMB= §C of PLFA in the
treatment -Rres = average ob'3C harvest residue compounds awgfsoil = §1°C

of soil from the treatmentR, in each evaluated time.

2.6 ANOVA

Statistical analyses were performed with GenStat (201'8,etiion). The
assumption of normal distribution of residuals was verified through quanidatile
plots and ShapiréVilk normality test. Box-Cox transformation (log or square root)
was applied, when the previous assumption was not met.

The turnover rate of residue over the experiment (gdsas calculated
using the single negative exponential decay function (Olson, 1963):

k = log,.[remaining mass/initial mass]/t, where t is the time of decomposition.

The time needed to lose 50 % of the residue mass (halfslijevas derived
using thek constant found in the above equation.

A three-way ANOVA was used to test the effect of residue and soll
management and N fertilizations on C concentration and on fraction of residue
derived-C in each SOM fraction. Changes on C concentrations were assessed by the
difference on C in the beginning and at the end of the experiment. ANOVA of
differences (A) was interpreted according to the observed signal (+ meaning gains

and- losses).
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A repeated measure on time approach was used for analysing the respired C-
CO; and §*C-CO, and PFLA abundance ardd®*C-PLFA during the 3 evaluation
periods (3, 6, 12 months).

Means were compared using Least Significant differences with a confidence
level of P<0.05.

3. Results

3.1 Residue decomposition
Overall, INC reduced for more than 5 months the residue half-life tinge (t

(P<0.001) (Figure 2). +B slowed down residue decomposition and enhanced the t
of SUP treatments in 81.7 days, but the reverse was found for residue IlNINC -
treatments. When +B were incorporated, N fertilization decreased it decomposition
rate and led to increaseg{P<0.05).

-Bark 373 358
+Bark 444 451
-Bark 291 255
+Bark 170 242

100 Superficial

Incorporated
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& 80 4 N
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@ —-  Incorporated T "\--:__\A
A =N -Bark s, —e
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<0 A +N-Bark
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Decomposition period (days)
Figure 2. Eucalypt harvest residue decomposition along the decomposition period as
affected by management (Residue left on soil surface or incorporated), bark removal
(-Bark) or bark maintenance (+Bark) and N fertilization (+N) or none N fertilization
(-N). Olson model’s was adjusted for the remaining residue mass, and their estimated
half-life time (days) are shown in the table. Least significant difference of means are
18.97, 26.83 and 37.94 days for main factors, double interaction and triple
interaction, respectively (P<0.05).

3.2 Labile carbon mineralization ant*C-CO2 efflux
Soil incubation and quantification of CO, evolution was used as a

measuring of soil biota’s capacity to degrade the residue and the SOM pools. The
average Gz, respired was significantly greater after 6 months of decomposition

(34.4 mg CEQ;, kgl'soil day') than in the other periods assessed, which had an
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average of 11 mg CO; kg* soil day! (Figure 3). Residue presence increased more

than twofold the GZO; efflux as compared to treatments without residue (9.98 mg

C-CO; kg'soil day?).

+N reduced 15 % @O; respired of incorporated treatments at 6 months and
20% CLCO, respired in superficial treatments at 12 months (P<0.05) (Figure 3). At 6
months, treat +B had 10 % higher emission thB&n(40.86 + 1.14 mg @O, kgt
soil day'). Incorporation effects on respired @>, were mainly significant at 6
months of decomposition. Incorporation of residues (+B and -B) in +N microplots
reduced CEQ; efflux.

Over time, §°C-CO, became less negative as a result of evolve@QGz-
becoming significantly mor&C enriched (Figure 3). Residue addition on soil caused
an efflux of CQ with 3°C-CO, values more'*C depleted. In soils where +B
fertilized was incorporated (-22.2 47 %o) had lower §**C-CQO, values compared
with superficial ones, at 6 months. On the other hand, incorporation of -B (-24.36 *
0.86 %o) unfertilized at 3 months or fertilized at 6 months (-19.38 + 0.14 %o) had

lowerd**C-CO, values compared with superficial ones.

22 3 months 18] 6 months 14 4 12 months
= 21 T: 2 -20 {E
£ 26 a
g 28 24 1
Q A
: A 24 @ AN
f,) 30 T 4 £ | A e T
A A -28 f a b
32 f
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CO2 efflux (mg C-CO, kg soil day™)
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Figure 3. Efflux of respired CcO; and its$**C-CQ; after 3, 6 and 12 months of
eucalypt harvest residue decomposition. Errors bars represent standard deviation
(n=4). Treatments are showedl (0 kg hat N), +N (200 kg haN), -Res (without
residue), -B (residue without bark), +B (residue with bark), Sup (residue kept on soil
surface) and Inc (residue incorporated up to 5 cm soil depth).
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3.3 PLFAabundance and C input from residue to PFLA
PLFA concentration of microbial groups on SUP treatments during the

sampling times (3, 6 and 12 months) varied substantially (Figure 4). Overall,
[M16:18] concentration was significantly lower in the beginning (2.19 £ QdLT ¢
! s0il) than on other sampling times.

At 3 months, residue addition on +N microplots fertilized plots reduced Gram
positive bacteria and Actinobacteria concentration compared with -R treatments
(P<0.05). Likewise, Gram negative concentration was significantly lower on
treatments with residue (1.246 + 0.529 C g* soil ) than on -R treatments (2.064 +
0.168ug C g* soil), but just on unfertilized microplots. In the beginning of this
experiment (3 months sampling), no significant differences on microbial
concentration caused by bark management was found.

At 6 months, G negative bacteria (1.54 + O86C g* soil) had the lowest
concentration. Fungi was in less quantity microbial group (0.084 + u§1G g*
soil), and Actinobacteria concentration averaged 1.302 + ;36 g* soil and no
significant differences were observed during the experimental period.

At 6 months, the effect of bark maintenance on residue was substantial,
Gram positive and Gram negative concentrations increased around 30 and 200 %,
respectively, compared with soil froaR treatments , specifically on unfertilized
microplots (P<0.05). +B on N fertilized microplots significantly reduced Gram
negative, Actinobacteria, and [16:18] concentration in compariserBtdreatments
with (P<0.05).

At the end of this experiment, nitrogen fertilization decreased 47, 30, 33 and
100 % Gram negative (1.71+ 0481 C g* soil), Actinobacteria (1.18 + 0.04 C g*
soil), [16:18] (2.49 + 0.3dg C g* soil) and Fungi concentration, respectively, in the
soil from -B treatments-B treatmentshere was significantly greater Gram positive
Actinobacteria, and Fungi concentration than those from -R, but this effect occurred
just on -N microplots. +B resulted in higher Gram positive (2.34 1@ @g* soil),

Fungi (0.11 + 0.08g C g soil) concentrations on N fertilized plots as compared to
soil from treatments -R and also with -B. On the other hand, on unfertilized plots +B
decreased around 35 % Gram positive, Actinobacteria and [16:18] concentrations if
compared to soil fromB.

Fraction of C residue incorporated by Gram positive was on average 6.1+

0.32 % and there was a trend for this incorporation being reduced over time (Figure
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5). The treatments effects in this microbial group were time dependent. +B increased
approximately 4 fold recovered residue derived-C after 6 months of decomposition.
Nitrogen addition resulted on lower C incorporation by Gram positive (P<0.05) at
the end of the experimental period (12 months).

Incorporation of residue-C by Gram negative was on average 16.65 + 0.64 %
and did not differ significantly over time (Figure 5). At 6 months, independently of
bark maintenance, N fertilization reduced residue derived-C incorporation by Gram
negative (P<0.05). Although, at the end and at the beginning of the experiment, on N
fertilized plots, +B enhanced residue derived C incorporation Gram negative
(P<0.05). Soil receiving-B had lower residue derived-C incorporation by Gram

negative on N fertilized microplots than the similar, but unfertilized ones (P<0.05).
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Figure 4. PLFA concentrations of microbial groups along three distinct periods of
eucalypt harvest residue decomposition. Error bars show the standard error of the
mean (n=4). LSD of double interaction in each evaluated time for Actinobacteria
(Actino) is 0.3506; Gram positive (G+ve) is 0.5660; Gram negative (G-ve) is 0.5943;
[16:18] is 0.6026 and Fungi is 0.055.
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Actinobacteria had the greater incorporation of residue derived-C at the beginning of
the experiment (12.09 = 0.69 %), but the lowest incorporation of residue d€rived-
after 6 months of decomposition (P<0.05) (Figure 5). N fertilization on soils from +B
reduced residue derived-C recovered in the last sampling time period (P<0.05). +B
reduced the residue derived-C recovery by Actinobacteria groups on unfertilized
plots at 6 months and on fertilized plots at the end of the experimental period.

Residue derived-C recovered by Fungi was higher at the end (34.58 £+ 1.05
%) than at the beginning (10.05 + 1.39 %) of the decomposition period (Figure 5).
+B increased residue derived-C incorporation by this microbial group, mainly at 3
and 6 months in soils from unfertilized plots (P<0.05). +N increased residue derived-
C incorporation for -B, except at12 months of decomposition.

Incorporation of residue derived-C by [16:18] decreased over time (P<0.05)
(Figure 5). In +B (7.37+ 0.38 %) the recovery was 5 fold that observed in the
soil that received -B (1.35 + 0.15 %). No significant differences were noted between

soils from +N and -N microplots.
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Figure 5. Proportion of residue derived- C on microbial groups PFLA along the
decomposition time (months). Error bars show the standard error of the mean (n=4).
LSD of double interaction in each evaluated time for Actinobacteria (Actino) is
4.051; Gram positive (G+ve) is 2.090; Gram negative (G-ve) is 2.091; [16:18] is
10.56 and Fungi is 2.318.
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3.4 C and N on SOM fractions
Differences on C concentration between the end and the begging of the

experiment are showed on Table 2. If the presented values are negative it means that
decreasing on C and N concentrations occurred over time.

Overall, soils with incorporated residue had higher losses of POM-C and
MAOM-C than those where residues were kept on soil surface, except for -B on
unfertilized plots (Table 2). The same pattern was observed for N concentration on
SOM fractions, although significant effects were mainly observed on +N microplots.

Increments on C concentrations with residue addition was greater on MAM
fraction and stronger for +B treatments (P<0.05).

Overall, soils from the + N microplots had smaller losses of C and N from
SOM fractions thar N ones (P<0.05)

Table 2. Changes on @C1.0) and N AN1.g) of SOM fractions from the end to the
beginning to this experiment.

Treatments Superficial Incorporated
POM MAOM POM MAOM
ACE®  ANg@  ACE® AN @ ACE® ANg @ ACE® ANg @

-Res -1.28 -0.14 -7.20 -058 -439 -032 -874 -0.79
-N -Bark -7.52 -0.27 -891 -0.55 2.13 0.16 -2.88 -0.28
+Bark -1.42 -0.36 5.34 0.49 -3.48 -0.34 -7.23 -0.44
-Res 1.89 0.05 -1.26 0.19 -3.66 -022 -3.32 -0.52
+N -Bark 0.82 0.23 2.73 0.21 -3.07 -0.01 -253 -0.39

+Bark 1.67 0.09 7.34 0.26 3.05 0.10 2.86 -0.07
WLSD =1.98;PLSD= 0.135:9LSD= 2.651;YLSD=0.349

3.5 C input from residue to SOM fractions.
Overall,33C-MAOM was lessC depleted at the end of the experiment than

in the beginning, but the opposite occurred on POM fraction (Table 3).

As a consequence of changes &FC we were able to estimate the
contribution of residue C to each SOM fractions. The results highlight the
importance of bark retention in the field with other residues. In soil receiving +B it
was observed higher residue contribution to POM on -N microplots (P>0.05). There
was a trend to enhance the residue derived-C with N fertilization, except when +B

was maintained on soil surface. The fraction of residue derived-C observed on
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MAOM when bark was retained was similar to that in soil treated vBtiiP>0.05).
Incorporation resulted on greater residue contribution for MAOM on +N fertilized

microplots when eucalyptus residue was kept on soil surface.

Table 3. Differences 08'3C of SOM fractions observed between the end and the
beginning of this experimenn§!*Cr.)) and the proportion of residue-derived C (f)
presented in each SOM fraction.

Treatments Superficial Incorporated
POM MAOM POM MAOM
ASBCriqy f@ A8BCriz fu ACriy f ABCrig fo

-Bark -2.70 0.21 1.74 0.034 -142 0.124 -0.60 0.066
+Bark -5.06 040 -0.32 0.037 -2.44 0.22 -0.32 0.044
-Bark -3.99 0.33 151 0.002 -2.96 0.27 1.71 0.032

+N
+Bark -1.871 0.16 1.07 0.027 -3.189 0.30 1.07 0.045

WLSD= 1.454;2LSD= 0.5833 ®LSD= 1.017¥LSD= 2.750

4. Discussion

4.1 Residue mineralization
Soil management (incorporation or superficial) was the strongest predictor for

the rate of eucalypt harvest residue decomposition, explaining 78 % of variability of
to.s; Residue ds was sharply decreased by incorporation (Figure 2).We believe that
such trend could be explained by changes on soil faunal activities, at first. An intense
soil faunal activity, i.e. ants and beetle larvae, in the experimental units could be seen
across decomposition period. Since the beginning of decomposition process,
incorporation reduced the spatial accessibility of decomposers and degradable
residue. As a consequence, incorporation possibly stimulated the soil faunal activity
which accelerated residue fragmentation. Meyer et al. (2011), using a faunal
exclusion approach, found an exceptionally slow decomposition rate (17 %) with
macro-invertebrates exclusion, this effect was stronger for decomposition at 6-12
months. Moreover, incorporation maintains humidity and minimizes water loss from
residue overtime, critical factors for determining organisms of soil community. A
higher humidity content was not only positively correlated with soil microfaunal
abundance (Wu et al., 2014) but also with bacterial biomass concentration (Coulis et
al., 2013). Despite of faunal collaboration to enhance the residue decomposition rate

at the process start, the large biomass and broad range of microbial enzymatic
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capabilities put bacteria and fungi as key actors on decomposition process. In a
faunal exclusion study, it was showed that exclusion of macrofaunal or macro and
mesofaunal on Agrostis capilladiger decomposition caused a difference of 4 % on
litter mass remaining, at the first month of decomposition (Bradford et al., 2002)
Substrate quality index, i.e. C:N and lignin:N ratios, lignin and N content
have been used to explain variations on litter decomposition (McClaugherty et
al.1985; Bijayalaxmi Devi and Yadava, 2010; Prescott, 2010). Walela et al. (2014)
found strong negative correlation between mineralization of C slow pool and
lignin:N ratio (r= -0,54) and lignin + tannin (r= -0,59) of several Eucalyptus species
litter in a natural forest. In our experiment, the biochemical composition of residues
with bark differ substantially from that without bark because bark is characterized
by a higher proportion of tannins and polyphenolic compounds on soluble
extractives fraction and has higher lignin concentration as well (Lima et al., 2013).
This feature could explain the slower decomposition rates for residues kept on soil
surface (Figure 2). It is not clear why the same pattern was not observed for the same
residues when they were incorporated. Therefore, it is clear that some intrinsic litter
characteristics can drive decomposition process, but its persistence in the long term
in soils may depend on the interactions with the edaphic conditions. Our reasoning is
that surface residues are exposed to more rapid changes in temperature and moisture
loss in time in comparison to the incorporated residues. Under moister conditions,
the residue chemistry, higher content of secondary metabolites and phenolics found
in the bark, may me relatively less important than in drier sites, a hypothesis put
forward to explain the gains in SOC in more xeric environments afforested with
eucalypt as opposed to losses of SOC under wetter mieagously under grasslands
in South America (Berthrong et al., 2012).

Knorr et al. (2005) estimated the N effect on litter decomposition over a wide
range of climate conditions and vegetation types. This meta-analysis showed that the
N effect is positively correlated with mass loss in litter with low lignin content, while
negatively correlated with high-lignin litters. However, other factors have been
shown to interfere on decomposition patterns over N fertilization, for example, the N
level applied (Liu et al., 2010) or decomposition period assessed (Berg, 2014), which
leads to inconsistent N effects on litter decomposition rates. We believe that N level

in sdl-plant system over our experimental period was not a limiting factor to
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decomposition process given the relatively high SOM content in this solil, but it was
an important one on soil microbial dynamics (Figures 3 and 4).

4.2 Microbial dynamics over litter decomposition
Introduction of a new food web in the grassland fields was expected to

change soil microbial composition in the way that organisms physiologically better
adapted to the new conditions imposed had competitive advantage upon other
groups. But, differences on PLFA concentrations of treatments without residue and
with residue should be stronger in the beginning than at the end of the decomposition
period. Corroborating this hypothesis, it was found the lowest non-specific PLFA
([16:18]) concentration in the beginning of this experiment (3 months), while at the
same time there was lower Gram positive, Actinobacteria and Gram negative
concentration in soil with residue addition (Figure 4). According to Veen et al.
(2015) soil decomposer communities are close specialized to decompose the litter of
a particular plant species and such association can be tightly affected by enhancing
the litter-site dissimilarity, for example, when forest-litter is transposed by grassland
litter. At the same time, no difference was observed on Fungi concentration with
residue addition at three months. Gram positive, Actinobacteria are classified as k-
strategists, microorganisms with slow growth rate due of its pattern of energy
allocation (Fontaine et al., 2003b). Although fungi delineatiok @sr-strategists is
still controversial, this group has competitive advantages for using the new C input
into the soil, enabled by its enzymatic complex of lignin degradation, i.e. ligdin an
manganese peroxidases (Singh e Chen, 2008) and laccases (Leonowicz et al., 1999).
In a recent study on the effects of land-use change on Pampa Biome, it was shown
that eucalypt afforestation had a greater impact on natural soil fungal community
(Lupatini et al.,, 2013). Despite the differences observed in the beginning of the
current study, microbial comunnity has been shown to fast acclimate and adaptat to
shifts to new conditions (Freschet et al., 2012; Allison et al., 2013). Such capacity
can explain why soils with residue addition changed the scenario of lower microbial
abundance in the beginning of this experiment for greater concentration of most
microbial groups at the end of this experiment (Figure 4).

Besides the microbial differences caused by introduction of a new C source,
the eucalypt residue quality was also expected to affect soil microbial composition
and its dynamics. Although no significant differences on size and structure of the soil
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microbial community were observed at 3 months (Figure 4), the residue quality
controlled microbial dynamic in soil in others periods afterwards.

At 6 months, on fertilized microplots bark maintenance decreased Gram
positive, Gram negative, [16:18] Actinobacteria concentration in the soil as
compared to that without bark. Moreover, in the same microplots the incorporation
of C residue by Gram negative, [16:18] and Actinobacteria on treatments with bark
was similar to treatments without bark and at the same time, the biggest CO
emissions were found in the soil with residue without bark. Such evidences pointed
out that bark maintenance on fertilized plots resulted in lower efficiency of C residue
utilization (CUE) at this time. Previous studies showed that enlarged C:N ratios
resulted in lower CUE of microbial decomposer (Manzoni et al., 2008) and
differences in stoichiometry of microbial biomass stoichiometry, C demand and CUE
are linked to define broader patterns of microbial distribution in the environment
(Keiblinger et al., 2010). Therefore, differences on C:N ratio on treatments with bark
that added on soil additional 10 Mg Ctizan in treatment without bark, perhaps
help explaining the results founded for the soil of N fertilized microplots. However,
such effect only explains partially the results of our study because on unfertilized
plots we found higher CUE by Fungi and Gram negative in soils that received
residue with bark. Gram negative groups are classified as r-strategists, with faster
growth rate and higher N demand to support its energetic expenses of cycling rates.
Nevertheless, the greater CUE by Gram negative on treatments with lower N
availability can also be explained by changes on microbial turnover rates in order to
overcome imbalances on N resource and microbial biomass composition (Kaiser et
al. 2014).

At 12 months, bark maintenance on residue reduced CUE of [16:18],
Actinobacteria and Gram positive, but contrasting with the results at 6 months, such
reduction occurred on unfertilized plots. So, N seems to be a limiting nutrient on
decomposition of soils amended with residues without bark at 6 months. This was a
colder and more humid month. As a consequence of climatic conditions, probably
microorganism had the lowest activity at 6 months and higher N availability could
stimulate microbial growth rate. As decomposition process developed, more N could
be available for microorganism at 12 months. Therefore, differences on microbia
CUE among treatment with bark and without bark could be limited by the low

availability of nutrients other than N. In fact, Ferreira (2012) noted that eucalypt
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residue decomposition in different sites in Brazil present significant rates of Calcium
(Ca) and Sulfur (S) net immobilization in the first years of harvest residue
decomposition. Taken together these findings seem to indicate that temporary Ca and
S deficiencies should also be a constraint for microbial activity by the end of our
experiment.

At the end of this experiment, Fungi and Gram negative had higher CUE in
treatments with bark than in those without bark and they were the most important
groups to decompose eucalypt residue (Figure 4). Surprisingly, treatments with bark
increased the proportion of residue derived-C by Gram negative over time. The
slower decomposition rate (Figure 1) and higher C and nutrients availability in soils
treated with eucalypt bark residue especially Ca (Hernandez et al., 2009) could
support Gram negative activity and reduce competition for resources with other

microbial groups during longer periods of decomposition.

4.3 Soil C concentration and contribution of residue derived-C to SOM fractions
After one year of residue decomposition, the proportions of residue dé€ived-

on MAOM fraction were lower than found in other Eucalyptus plantation of Brazil
(Souza, 2012). Such proportions were up to 4 fold smaller in treatments without bark
than those found in soils from other eucalypt forest sites in Brazil.

Incorporation of eucalypt harvest residues emerges an apparent paradox, once
it had highest C residue recovery in the MAOM (Table 3) and lower C concentration
in this fraction (Table 2). The literature abounds with studies indicating that plowing
or other more intense soil tillage practices reduce SOM and increase the transfer of C
from soils to the atmosphere as JBuan and Robertson, 2013; Silva-Olaya et al.,
2013). The negative effect has been related with a consequence of soil aggregates
disruption and reduction on physical and chemical protection of organic compounds
(O’Brien e Jastrow, 2013). However, impact intensity of soil tillage on reducing the
soil C sequestration strongly depends on soil type and climate conditions (Powlson et
al., 2011). We must point out that our residue incorporation treatment differs from
soil tillage studies. Firstly, our incorporated treatment simulates a light residue
incorporation that occurs during mechanized log harvest and site preparation for new
rotation planting at every 5 to 7 years. Secondly, the soil disturbance was executed

manually and only once, so aggregate disruptions and destabilization of physically-
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protected SOM is minimized in comparison to the more common for raising crops,
machine intensive soll tillage.

Maintenance of bark on residue raised C concentration of more stable fraction
of SOM (Table 3). In addition to the greater quantity of C added on soil in treatments
with bark than without bark, which might counteract carbon lost via decomposition,
leaching and to contribute for SOM improvement, residue quality could be an
important factor for soil C stabilization. According to Cotrufo et al. (2013) microbial
processing during residue decomposition forms more dissolved organic matter,
carbohydrates and peptides in litter with high quality than low-quality as a
consequence more stable organic matter can accumulates in soil under such
conditions. At the same time, previous studies had pointed to the importance of plant
residue biochemistry for promoting the sequestration of C in soil (Martens, 2000), at
least in the short-term (Gentile et al., 2011). Specifically for eucalypt residues, bark
is a Calcium-rich plant component (Viera et al., 2015) and it may slowly release Ca
to soil solution, which in turn improves soil aggregation and formation of bridges
between organic compounds and soil mineral to form more stable and less accessible
SOM-mineral complexes (Muneer and Oades, 1989). Besides, the residue quality
being a main factor for C stabilization on soil in the current study, bark provided a
greater incorporation of C residue by Fungi and G-ve than in other microbial groups.
Wether the source of microbial C has large effects on soil organic matter stabilization
on eucalyptus forests remains to be determined and should be further evaluated.

SOM accumulation was noted mainly on treatments with bark and N
fertilization (Table 3). However, 6*3C of SOM (Table 4) in these treatments showed
higher proportion of C from C4 plants on stable MAOM fraction. Nitrogen additions
on forest and grassland site has been shown to stimulate C and P acquiring enzymes
(Keeler et al., 2009). In our experiment, no change on litter decomposition was
caused by N fertilization (Figure 1) which implies that it is unlikely that N
fertilization altered enzymes activities. As C transformations among POM and
MAOM was possible to occur during the experimental period and N might be
incorporated on aromatic structures through abiotic reaction, increasing C residence
time (OIk et al., 2006; Gillespie et al., 2014). Indeed, conditions with greater plant-
derived phenolic C availability and N fertilization have been shown to be more
effective in soil C stabilizatior{Dijkstra et al., 2004) and such interactions may

explain the effects of N in our experiment. Additionally, our experimental site is
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located on a silt-clay-loam soil, where the interaction of organic compounds with
mineral surfaces may be potentially favorable to C stabilization (Sausen et al., 2014).
The stabilization is more effective in soils where short-range low crystallinity
mineral offer more reactive surfaces for plant or microbial derived compounds to
react with (Tahymuang et al., 2013; Sanderman et al., 2014). The existence of such
minerals in less weathered soils cultivated with eucalypt in Southern Brazil (Melo et
al. 2002) opens the possibility for such interactions and stabilization mechanisms

take place and minimize SOM losses.

5. Conclusions
Given the importance of eucalypt harvest residue for supplying nutrients and

to sustain tree growth, our results provide data to understand how microbial
communities respond to residue addition in varying residue and soil management and
N fertilization, and how such answers may alter soil C cycling. Our results suggest
that adoption of incorporation accelerate residue decomposition rate and soil C
losses. On the other hand, residue maintenance on soil surface decrease mass loss
rate and its effects on soil C cycling are dependent on residue quality. Low quality
residue, through bark maintenance on field, reduces by 20% residue decomposition
rate, enhances concentration and proportion of residue-derived C incorporation by G-
ve and Fungal communities’ over time and increases C concentration on a more
stable fraction of SOM.

Furthermore our data suggest that association of N fertilizations and bark
maintenance does not alter residue decomposition rate, but tightly enhance positive
scenario of C stabilization and it enables to offset the negative effects of
incorporation on more stable fraction of SOM. Until one year of decomposition,
Fungi and Gram negative were the main microbial group decomposer, especially in

treatments with bark maintenance on residue.
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V. CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de uma floresta de implantacdo, espera-se que os dados
observados neste trabalho possam direcionar praticas de manejo a fim de obter uma
maior sustentabilidade deste sistema de produgéo.

A introducdo de plantios de eucalipto no Bioma Pampa mostrou grande
potencial para reducdo da emissao de @®solo, pelo menos até 29 meses de idade
do plantio. A determinacédo da concentragdo de @43 camadas do solo permitiu
entender a participagdo de cada camada para os fluxos observados. Se esta
concentracdo for avaliada conjuntamente com dados da biomassa radicular deste
experimento, podera indicar as alteracfes na dinamica doe@Qdecorréncia da
substituicdo da vegetacdo. Ao mesmo tempo, a quantificagcdo dos teores de C nas
fracbes da MOS também dara um maior suporte para entender as variacbes dos
fluxos de CQ observadas.

Em relagdo as emissbes de sCHmbora n&do tenham sido observadas
diferencas em consequéncia da substituicdo do Pampa para florestas de eucalipto,
essa dinamica pode ser alterada ao longo do crescimento do plantio, em fungéo do
maior aporte de serapilheira ao solo. Portanto, € primordial a avaliacdo destes fluxos
ao longo do crescimento da floresta.

Os estoques de C do solo no plantio de eucalipto tende a ser aumentado com a
manutencdo na area dos residuos da colheita, especialmente quando a casca €
mantida em campo e acompanhada de adubacéo nitrogenada. Independentemente do
manejo do residuo adotado, praticas de revolvimento e incorporacéo dos residuos ao
solo reduzem os estoques da MOS e aumentam a taxa de mineralizacao dos residuos.
Possivelmente, a adocdo desta pratica reduz o potencial de mitigacdo dos GEE destes

solos.
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