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RESUMO

RACHID, C. T. C. C. Comunidade bacteriana, atributos do solo e fluxo de
gases em solo sob Cerrado e cana-de-agucar. 2010. 126 p. Dissertagao
(Mestrado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2010.

O cultivo de cana-de-agucar possui grande importancia econémica, e esta se
expandindo principalmente para a regido de Cerrado no Centro-Oeste
brasileiro. Com o objetivo de entender a influéncia do cultivo e manejo da
cana-de-agucar nos atributos quimicos, fisicos e biolégicos do solo de Cerrado,
foram estudadas uma area com cana sem queima, uma area de cana com
queima e um fragmento de vegetacdo nativa, no municipio de Porteirdao, GO
(17° 55' 35" S 50° 08' 36" O). A estrutura da comunidade bacteriana total (rDNA
16s) e funcional (microrganismos nitrificantes e desnitrificantes) do solo, assim
como os diversos fatores fisico-quimicos foram analisados. Ocorreram
alteragdes significativas em diversos atributos. Os manejos com queima e sem
queima sofreram modificagcdes distintas, resultando em areas com
caracteristicas bem diferentes entre si. As principais alteracdes observadas, em
pelo menos um dos tratamentos, foram relacionadas com os seguintes
atributos do solo: aumento de densidade e temperatura, reducéo da agregacao,
teores e estoques de C e N, enriquecimento dos valores de 3'°C e &N,
reducao do potencial de desnitrificagdo, mudangas qualitativas e quantitativas
no teor de N mineral e nas taxas liquidas de mineralizagao e nitrificagdo do N.
Os fluxos de gases sofreram poucas modificagcbes em nivel de tratamento,
sendo os fluxos de CH4 e N2O muito baixos nas areas estudadas. Ocorreram
significativas mudangas na estrutura das comunidades de bactérias totais,
nitrificantes e desnitrificantes, mas o0s grupos responderam de formas
diferentes as mudangas ocorridas no solo. Os fatores fisico-quimicos em
conjunto, especialmente aqueles relacionados a agregacdao do solo,
mineralogia, fertilidade e temperatura, direcionaram as mudancgas na estrutura
da comunidade bacteriana total do solo. Porém as mudancas na estrutura dos
grupos funcionais, ndo se explicaram somente por esse padrédo, e mostraram a
importancia da interagéo bioldgica na estruturagcdo das comunidades. Os fluxos
dos gases provenientes do solo, o potencial de desnitrificagdo e a ciclagem de
C e N de uma forma geral, correlacionaram com as mudangas nas
comunidades de bactérias totais e/ou funcionais, mostrando influéncia da
microbiota nesses fatores. Ja as taxas liquidas de mineralizagao e nitrificacao
do N do solo ndo correlacionaram, sugerindo uma maior influéncia de outros
fatores.

Palavras-chave: Mudancga no uso do solo, microbiota do solo, Cerrado



ABSTRACT

RACHID, C. T. C. C. Bacterial community, soil properties and gas fluxes in
a soil under Cerrado and sugarcane. 2010. 126 p. Dissertagado (Mestrado) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2010.

The sugarcane crop plays an important role on Brazilian economy, and is
passing through an expansion process concentrated mainly on the Cerrado
(savannah) biome (Middle West region of Brazil). In order to understand the
influence of sugarcane cultivation and management on soil chemical, physical
and biological properties, we studied two sugarcane areas, with (burnt cane)
and without burning before harvest (green cane), and a fragment with native
vegetation located at the municipality of Porteirdo (Goias state, Brazil) (17 ° 55
'35 S "N 50 ° 08' 36" W). We analyzed the structure of total (16S rDNA) and
functional (nitrifying and denitrifying microorganisms) soil bacterial community,
as well as some physical and chemical factors. Significant changes were
observed in several attributes. The management with and without burning
responded differently to soil changes, resulting on areas with distinct properties.
The changes observed in at least one of the treatments were mainly related to
the following soil properties: density and temperature increase, reduction of
aggregation, C and N levels, enrichment of 8'C and &'°N values, denitrification
potential reduction, qualitative and quantitative changes in mineral N content
and on net mineralization and net nitrification of N. Soil greenhouse gases flows
have undergone little change in level of treatment, and the flow of CH4 and N,O
where very low in studied areas. There were significant changes on structure of
total, nitrifying and denitrifying bacteria community, but the groups responded
differently to soil changes. The direction of changes in total soil bacterial
community structure where given by the interaction of physical-chemical factors
together, especially those related to soil aggregation, mineralogy, fertility and
temperature. But changes in the structure of functional groups, were not
explained only by that standard, and showed great importance of biological
interactions on community structure. The flow of greenhouse gases from the
soil, the denitrification potential and cycling of C and N in general, correlated
with changes in total and/or functional bacterial communities, showing the
influence of the microorganisms in these factors. However, the net rates of
mineralization and nitrification of soil N did not correlate, suggesting that others
factors were involved.

Keywords: Land use change, soil microbiota, Cerrado.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, com cerca de dois
milhdes de quildmetros quadrados, correspondendo a aproximadamente um
quarto do territério nacional. Caracteriza-se por apresentar vegetacdo em
diferentes fitofisionomias que vado desde aquela do tipo savana, com
predominancia de vegetacdo gramindide e arvores esparsas até aquela
tipicamente arbdérea, como ocorre nas Matas de Galeria e no Cerradado. Porém,
de um modo geral o Bioma possui topografia plana e solos antigos, profundos,
bem drenados, e com baixa fertilidade natural (COUTINHO, 1978; REATTO et
al., 1998; EMBRAPA, 2005).

Classificado como uma das areas prioritarias para conservagao da
biodiversidade no mundo, o Cerrado possui elevada concentracdo de espécies
endémicas (MYERS et al., 2000). Por sua enorme extenséo, possui o potencial
de influenciar o balango de agua-energia e carbono de micro e macro regides
(MIRANDA et al., 1997). Apesar disso, a expansao da fronteira agricola e da
pecuaria vem ocorrendo em larga escala nas ultimas décadas
(CONSERVATION INTERNATIONAL, 2008). Atualmente, o cultivo de cana-de-
agcucar € o que mais cresce no Cerrado impulsionado principalmente pela
produgao de etanol, cuja demanda se acentuou com o desenvolvimento dos
carros com motores bicombustiveis (IBGE, 2008).

O estado de Goias, maior produtor de cana-de-acucar do centro oeste
brasileiro, tem o crescimento estimado em 70,6% na area plantada de cana em
apenas dois anos (IBGE, 2008; 2009a). Esse cenario segue a atual tendéncia
mundial de popularizagdo dos biocombustiveis como fontes de energia

ambientalmente mais ‘“limpas” quando comparadas com a utilizacdo de
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combustiveis fésseis como o carvao ou petréleo, sendo uma forma eficiente de
reducao de emissao de carbono e amenizagao do “efeito estufa” (CERRI et al.,
2007; OLIVEIRA, 2008, MACEDO; SEABRA, SILVA, 2008).

A atividade antrépica modificou o balango de energia do sistema terra-
atmosfera a partir da revolugao industrial, alterando a concentragéo dos gases
de efeito estufa (GEE). O Brasil € um dos paises que mais contribuem com a
emissao desses gases, contudo, entre 75 a 80% dos GEE emitidos para a
atmosfera no pais nao € proveniente da queima de combustiveis fésseis, mas
sim de praticas agricolas ndo conservacionistas do solo, e de mudanga do uso
do solo, incluindo o desmatamento, e poderiam ser evitados com melhoria nos
manejos e redugédo do desmatamento. (CERRI; CERRI, 2007; IPCC, 2007).

As mudancgas no uso dos solos, além de alterar a emissao dos GEE,
também provocam modificacbes em diversas caracteristicas fisico-quimicas do
mesmo, incluindo diminui¢do de macro poros, tamanho dos agregados, taxa de
infiltracdo de agua, aumento da densidade do solo, alteracdo da atividade
bioldgica, alteragdo na quantidade e qualidade da matéria orgénica, redugao da
capacidade de troca catibnica do solo, elevagao do teor de aluminio trocavel,
reducdo dos teores de fosforo, nitrogénio, calcio e outros nutrientes. A
manutencdo da produtividade nos ecossistemas depende principalmente das
transformacdes da matéria organica, nos processos de ciclagem de nutrientes
(ALMEIDA et al., 1988; REINERT et al., 1984; LAL, 2003; VALPASSOS et al.,
2001).

O conjunto das alteragdes ainda reflete na qualidade e diversidade da
microbiota do solo, modificando a integridade da capacidade metabdlica

microbiana do solo, que é fundamental para a sustentabilidade de um
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ecossistema (ALEF; NANNIPIERI, 1995; PEIXOTO et. al., 2006; ABOIM et. al.,
2008). Mudangas na estrutura das comunidades microbiana podem influenciar
os ciclos biogeoquimicos de nutrientes com grande importancia agricola e
ambiental, como o carbono e nitrogénio, principalmente se tratando de
comunidades especificas, como por exemplo, as bactérias envolvidas no ciclo
no nitrogénio (VALPASSOS et al. 2001; BUSTAMANTE et. al., 2006).

O estudo dessas bactérias é dificil através da utilizacdo de métodos
convencionais, por isso, faz-se necessario o emprego de técnicas moleculares,
que possam acessar a diversidade bacteriana através da extragcdo e
amplificagdo de sequéncias de DNA diretamente do solo. Uma alternativa é o
uso de técnicas como o DGGE (eletroforese em gel com gradiente
desnaturante), que tém sido empregadas com sucesso para a avaliagdo da
comunidade de bactérias totais, nitrificantes e desnitrificantes, mostrando-se
uma técnica bastante sensivel e com grande poder de identificar alteragbes
induzidas pela mudanga do uso ou manejo do solo na estrutura da comunidade
microbiana (KOWALCHUK et al., 1998; BOTHE et al., 2000; NICOLAISEN;
RAMSING, 2002; ENWALL; HALLIN, 2009).

Em areas de cana-de-acgucar, ndo existe consenso sobre o fluxo do GEE
e sua relagdo com alteragbes nas comunidades de bactérias de processos-
chave do solo (CAMPOS, 2003, La SCALA JUNIOR; BOLONHESE; PEREIRA,
2006, PANOSO et al., 2008). Dai a necessidade de estudos, principalmente
nas novas areas de ocupacao de cana-de-agucar.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar como a cana-de-agucar
pode alterar o perfil da estrutura da comunidade bacteriana total (rDNA 16S) e

funcional (microrganismos nitrificantes e desnitrificantes) do solo, e os fatores
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fisico-quimicos, tais como densidade, agregagao, temperatura, teores de
carbono e nitrogénio total, teores de nitrogénio mineral e suas transformacgdes
e fluxos de gases de efeito estufa em relagédo a uma area sob influéncia da
vegetacao natural. E mostrar, por meio da integracdo dos dados por métodos
estatisticos multivariados, como os fatores fisico-quimicos e biolégicos se inter-
relacionam, e quais processos que apresentam correlagdes positivas com as

variaveis estudadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O bioma Cerrado

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro compreendendo cerca de
dois milhdes de quildmetros quadrados, espalhados por 10 estados (Figura 1).
Isso representa mais de 20% de todo o territorio nacional (CONSERVATION

INTERNATIONAL, 2008; WWF, 2008).

Figura 1 — Distribuicdo do bioma Cerrado nos estados brasileiros,
(Fonte: WWF)

O bioma abriga a segunda maior diversidade do planeta, sendo a
expansdo da fronteira agricola e da pecuaria, ocorrido em larga escala nas
ultimas décadas, sua maior ameaga. (CONSERVATION INTERNATIONAL,
2007; 2008, WWF, 2008).

De acordo com Coutinho (1978), o Cerrado € composto por um mosaico
de diferentes fisionomias, que vao do Campo Limpo ao Cerraddo, com suas
formas intermediarias, denominadas Campo Sujo, Campo Cerrado e Cerrado

stricto sensu.
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Devido a suas terras fartas e precos mais baixos comparados a outras
regides agricolas o Cerrado passou a ser considerado celeiro agricola
brasileiro. Em 1995 a produgdo agricola na regido do Cerrado era de 59,6
milhées de cabecas de gado (40% da producéo nacional), e 21 toneladas de
graos (25% da producéo brasileira). Dez anos depois, ja eram quase 100
milhdes de hectares explorados, sendo 80% ocupados com pastagens
(cultivadas e naturais), e o restante em cultivos diversos. O bioma se tornou
responsavel pela maior parte da produgédo de carne, soja e algodao, e possui
ainda papel de destaque na produgdo de milho, arroz, e feijago (MACEDO,
1995, EMBRAPA, 2005).

O Cerrado a é caracterizado por estacbes de seca e chuva bem
marcadas, com precipitacdo de 1500 + 500mm e temperaturas médias de 21,3
a 27,2°C (COUTINHO, 1978, EMBRAPA, 2005). Os solos, em geral séo
antigos, profundos, bem drenados e com baixa fertilidade natural. Cerca de
46% dos solos do Cerrado sédo constituidos por Latossolos, com topografia
plana a suave-ondulada; normalmente sao distroficos, com baixa a média
capacidade de troca de cations. Outros tipos de solo também ocorrem no
Bioma, como os Neossolos quartzarénicos os Nitossolos, Argissolos, dentre
outros (REATTO; CORREIA; SPERA, 1998, EMBRAPA, 2005).

Considerando a influéncia ambiental e econémica da regido de Cerrado,
as consequéncias das mudangas no uso da terra devem ser mais bem
estudadas, levando em conta principalmente que devido a enorme area de
ocupacéo, o Cerrado possui potencial de influenciar o balango de agua, e
energia e carbono ndo s6 em uma escala regional, mas possivelmente também

em escala global (MIRANDA et al., 1997; ROSCOE, et al., 2001).
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Como importante centro produtor de graos e carne do Cerrado destaca-
se 0 Sudoeste Goiano. A regido € ocupada, em grande parte, com lavouras
anuais (predominantemente soja e milho) e pastagens (IBGE, 2006).
Atualmente essas culturas tém dado espaco para o cultivo de cana-de-acgucar,
que tem crescido em ritmo acelerado na regido (Informacao Verbal, 2008").

Os solos da regido sédo Latossolos derivados de rochas
ferromagnesianas, com topografia plana a suave-ondulada, normalmente
distréficos e acidos, com baixa a média capacidade de troca de cations
(REATTO et al.,, 1998). A vegetacao natural é classificada como Cerrado
(sensu stricto) e Cerradao (Mata seca semidecidua) (COUTINHO, 1978).

O clima da regidao é do tipo Aw (Kdppen) — Tropical, com chuvas
concentradas no verdao e um periodo seco bem definido durante a estacao de
inverno, quando ocorre na regido um moderado déficit hidrico. A média anual
da precipitacdo pluviométrica € aproximadamente de 1500 a 1800 mm ano™ e
a média anual da temperatura do ar é de 23°C.

Apesar da grande utilizagcdo do Cerrado, e da conversdo das terras
nativas para dareas agricolas, poucos estudos objetivam entender o
funcionamento do ecossistema e da influéncia da vegetacdo de cobertura nos

ciclos do carbono e nitrogénio no bioma.

2.2 Cana-de-acUcar, histéria e atualidade
O histdrico da cana-de-agucar no Brasil foi construido juntamente com a
histéria do préprio pais, se tornando um legado econdmico cuja importancia

variou ao longo do tempo. No século XVI o cultivo de cana-de-agucar foi a base

! Comunicagéo verbal com trabalhadores ligados as atividades agropecudrias da regigo.
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da economia brasileira. O processo de colonizagdo das terras brasileiras se
deu com a construgdo de engenhos que processavam a cana para a produgao
de acucar, um importante produto de exportacdo da época. O cultivo de cana
continuou sendo o pilar do comércio exterior do pais até o século XVIIl, quando
foi gradualmente substituido pelo café (FAUSTO, 2006).

Com o inicio da crise do petroleo, em 1973, os altos precos dos
combustiveis, as imposi¢des politicas de paises arabes e a crescente demanda
por fontes energéticas impulsionaram as nag¢des a buscarem fontes alternativas
de energia. Foi assim que, em 1975, o Brasil langava o Programa Nacional do
Alcool, o Pré-Alcool, cujo objetivo era diminuir a dependéncia em relagdo ao
petréleo importado. O programa foi um sucesso técnico e econdmico, e
proporcionou um novo ciclo de desenvolvimento econémico baseado no cultivo
de cana-de-agucar (LEITE, 1990).

Mais recentemente, a producao de alcool brasileiro passou por mais um
processo de crescimento, que se intensificou nos ultimos 5 anos, com o
desenvolvimento dos carros bicombustiveis e devido a necessidade de se ter
uma alternativa ao petrdleo que atingiu bastante elevados precos até 2008
(IBGE, 2009a).

Analisando os dados das Figuras 2 e 3, pode-se perceber uma relagao
bem intima entre o0 aumento na venda dos carros bicombustiveis com aumento
na producao e area plantada de cana-de-agucar no pais, principalmente a partir

de 2005.
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Figura 3 — Producgao, area colhida e area plantada de cana-de-agucar em todo
o Brasil, entre os anos de 2000 a 2009 (IBGE, 2009b)

A expansdo da area plantada tem mantido um nivel acelerado,
aumentando em todo o Brasil de cinco para mais de nove milhdes de

hequitares entre 2000 e 2009 (IBGE, 2009b).
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Além do fator econémico, o desenvolvimento dos biocombustiveis vem
como uma fonte de energia ambientalmente mais correta quando comparado
com a utilizacdo de combustiveis fésseis como o petréleo, sendo uma forma
eficiente de redugdo de emisséo de carbono (SOARES, et al., 2009; CERRI
et al., 2007; OLIVEIRA, 2008; MACEDO; SEABRA; SILVA, 2008). A crescente
preocupagao com o agravamento do efeito estufa e o processo de aquecimento
global fez com que muitos paises desenvolvidos buscassem fontes mais
“limpas” de combustiveis, e o alcool produzido a partir de cana comecgou a ser
um produto de exportacao, tendo um papel importante na economia nacional.

Com o apelo econdmico e ambiental, o etanol brasileiro se tornou uma
importante commoditie direcionada tanto para o mercado interno quanto para o
mercado externo. As exportacdes brasileiras de etanol obtiveram recorde em
2008, totalizando o volume de 5,16 gigalitros, gerando aproximadamente 2,4
bilhbes de délares. Esse volume que corresponde a mais do dobro das
exportagdes de gasolina brasileira no mesmo periodo (BRASIL, 2008).

Todo esse crescimento de mercado e produgdo exigiu um aumento das
areas cultivadas em cerca de 90% nos ultimos nove anos (Figura 3).

O Centro Oeste é a regido brasileira que atualmente passa pelo
processo mais intenso de expansao canavieira. Isso se da devido a um
conjunto de fatores, entre eles pode-se destacar a disponibilidade de terras de
boa qualidade e de facil mecanizacdo a precos mais baixos em relacdo ao
sudeste (IBGE, 2008b; 2009a) e a proximidade com as regides ja produtoras

de cana-de-agucar, como visto na Figura 4.
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Figura 4 — Distribuicdo espacial da atividade canavieira nos diversos biomas do
Brasil (Adaptado de IBGE, 2005)

Como pode ser observado pelo mapa acima, a maior ocupacao canavieira
do Centro Oeste esta localizada sobre o estado de Goias, regido
predominantemente de Cerrado, assim como toda a regido mais propensa a
expansao nos proximos anos.

O estado de Goias apresentou em 2008 um crescimento de 43,7% em
relacdo a area plantada de 2007 e deve crescer mais 26,6% em 2009 (IBGE,
2008b; 2009a) se consolidando como maior produtor da regido Centro Oeste
com valor de produgao proximo a um bilhdo de reais (Tabela 1).

A crescente expansao da cultura se da porque a cana apresenta boa
capacidade adaptativa, podendo se desenvolver em solos pobres ou com
condicdes fisicas nao ideais, contudo, responde bem aos solos férteis com

boas caracteristicas fisicas e pH (cloreto de calcio) proximo a seis. Solos ideais
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para o cultivo sdo profundo, bem aerados, com capacidade de retencdo de

umidade e alta fertilidade (MARIN, 2009).

Tabela 1 — indices de produgdo da cana-de-agticar no estado de Goias no ano
de 2007 (IBGE, 2008a)

Indice Valor
Quantidade Produzida (t) 22.387.847
Valor da Producao (R$) 824.499.000
Area Plantada (ha) 278.000
Area Colhida (ha) 278.000
Rendimento Médio (kg/ha) 80.531

Apesar da facilidade em se adaptar, o cultivo de cana-de-agucar esta
entre um dos mais exigentes em termos energético, devido a intensa utilizagéo
de maquinario juntamente com a aplicagdo de herbicidas, fungicidas,
inseticidas e grandes quantidades de fertilizantes (HOLT; MAYER, 1998).

O desenvolvimento sucroalcooleiro na década de 50 buscava a reducéao
de custos e facilidade de manejo, de forma que o manejo de cana se baseou
na queima antes da colheita, como forma de facilitar o processo. No entanto,
mais recentemente a maior preocupacdo com O meio ambiente esta
transformando as praticas adotadas, e a utilizagdo da vinhaga como fertilizante
da cana, e a colheita da cana sem queima com a manutenc¢do da palhada no
solo vem sendo adotada com maior frequéncia (PINHEIRO, et al., 2007).

A queimada dos canaviais tem sido objeto de grande discussao, e por
razdes ambientais e de saude publica, leis especificas tem sido criadas tanto
no ambito estadual quanto municipal, impondo prazos para o fim dessa pratica
(CASTRO, 2008).

O fim da queimada e a manutencdo da palhada da cana no solo
dificultam a colheita, mas resultam em aumento da produtividade e beneficiam

algumas caracteristicas do solo como: melhoram a infiltragcdo de agua, previne
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a erosao, mantém a umidade do solo, evitam a perda de carbono e nitrogénio,
melhoram atividade bioldégica do solo, aumentam o teor de magnésio e
potassio, reduzem o teor de aluminio no solo e controlam a temperatura e o
crescimento de ervas daninha (URQUIAGA et al., 1991).

Apesar dos beneficios, quase a totalidade dos produtores de cana ainda
fazem a queimada previamente a colheita e utilizam o cultivo convencional para
a reforma dos canaviais, com a arados, subsoladores, sulcadores e entre
outros maquinarios (SOARES et al., 2009).

O crescimento continuo de monoculturas pode causar grandes
mudangas no equilibrio natural dos ecossistemas. O tipo de solo e manejo das
culturas agricolas possuem influéncias diretas nas condigdes fisico-quimicas e
biolégicas dos solos. Diferentes técnicas de manejo promovem de forma
diferencial a disponibilidade de determinados nutrientes, culminando em uma
situagdo que favorece ou inibe o estabelecimento de certos grupos microbianos
(CARDOSO et al., 1992).

E muito importante desenvolver formas de manejos e métodos de
producdo do alcool de cana-de-agucar que sejam baseados em um melhor
desempenho ambiental. Portanto € necessario aprofundar os estudos e
otimizar diversos fatores envolvidos na produg¢ao, dentre os quais, a dindmica
de insumos, emissao de gases de efeito estufa, pratica de queima, manejo de
residuos culturais, intensidade de danos as areas, manutengdo da matéria

organica do solo entre outros (BORRERO et al. 2002).
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2.3 Introducéo a matéria organica do solo

A matéria organica do solo (MOS) é composta por material heterogéneo
constituido principalmente por carbono e nitrogénio, e € acumulada por meio da
biomassa e detritos organicos. Em um ecossistema em equilibrio ela se
encontra em niveis relativamente estaveis nos quais a taxa de deposicao é
equivalente a de decomposi¢ao. Mudangas no uso ou manejo do solo quebram
esse equilibrio, modificando o balango da matéria organica no solo (SILVEIRA;
FREITAS, 2007).

Quando uma cobertura vegetal é retirada e substituida por outra a
matéria organica do solo sob ela passa por dois processos simultaneos.
O primeiro é a perda continua de MOS ja existente, proveniente da vegetagéo
nativa, que sofre continua mineralizagdo sem, no entanto, ser renovada.
O segundo é a continua entrada de nova matéria organica proveniente de
exudatos e residuos culturais do cultivo implantado. O novo material pode ser
incorporado ou ainda ser perdido juntamente com a matéria organica antiga
(CERRI et al., 1991a).

A MOS pode ser divididas basicamente em duas fragées, uma
biodegradavel e outra estavel. A redugdo da matéria organica do solo ocorre de
forma diferencial nas duas fragbes. Ao longo do tempo, o que se observa é a
perda preferencial da matéria organica da fracdo biodegradavel (mais labil),
com perdas menores ou mais lentas na fragdo estavel (CERRI et al., 1991a).
Quando o solo passa de uma condigdo natural, para o cultivo, ocorrem
modificagdes nas caracteristicas fisicas e quimicas do mesmo. A intensidade
dessas modificagdes varia de acordo com a cultura ou o manejo do solo. Entre

as alteragdes estdo a diminuicdo de macroporos, tamanho dos agregados, taxa
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de infiltracdo de agua, aumento da densidade do solo, alteragdo da atividade
bioldgica e alteragdo na quantidade e qualidade da matéria organica (REINERT
et al., 1984; LAL, 2003).

A manutengcdo da produtividade nos ecossistemas depende
principalmente das transformacées da matéria organica, e dos processos de
ciclagem de nutrientes a ela associados (REINERT et al., 1984; VALPASSOS
et al., 2001: LAL, 2003). Portanto, a manutencao de quantidades apropriadas
da MOS pode assegurar a sustentabilidade de sistemas de producgao.

A redugao da MOS é um dos grandes problemas encontrados em solos
tropicais, e entre as principais consequéncias desse fendmeno destacam-se a
redugao da capacidade de troca catidnica do solo, elevagao do teor de aluminio
trocavel, reducédo dos teores de fésforo, nitrogénio, calcio e outros nutrientes
(VAN RAIJ, 1978; SA et al., 2009). As propriedades fisicas do solo também sdo
afetadas com tal reducéo, principalmente no que diz respeito a infiltragdo de
agua, retencao de umidade (ALMEIDA et al., 1988; FIGUEIREDO, RAMOS,
TOSTES, 2007).

A atividade bioldgica do solo também ¢é afetada pela perda de MOS, haja
vista que ela é a principal fonte de alimento para uma grande faixa de macro e
microrganismos. Sistemas que conseguem manter maior teor de matéria
organica resultam também em maior atividade microbiana (ALMEIDA et al.,
1988; SANTOS et al., 2004). As mudangas no manejo do solo, em geral, estao
relacionadas com mudangas nos ciclos biogeoquimicos do carbono e do
nitrogénio, e possui influéncia significativa sobre as caracteristicas fisicas e

microbiolégicas do solo (VALPASSOS, et al., 2001).
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2.3.1 Estoque do C em func¢édo do uso em solo de Cerrado

Devido a suas caracteristicas atdbmicas, o carbono (C) é capaz de se
combinar em uma grande diversidade de formas, dando origem a milhares de
compostos diferentes que existem tanto na forma organica quanto inorganica.
E um elemento que sofre continuas transformacdes, transitando entre os
diversos reservatorios de carbono que existem na natureza ao longo do

tempo (Figura 5).
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Figura 5 — Dindmica do carbono nos reservatorios naturais.

O solo possui um importante papel no ciclo do carbono representando o
maior estoque desse elemento nos ecossistemas terrestres (WATSON, 2001).
A conversao de sistemas naturais para agricolas podem influenciar fortemente
a dindmica desse nutriente, alterando as concentragdes e estoques de C do
solo, assim como propriedades associadas, como densidade e estrutura do
solo, haja vista que o C é o principal componente da matéria organica do solo

(NEILL et al., 1998).
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A manutencdo dos teores de carbono no solo sdo cuidados
preconizados na agricultura moderna, como forma de conservar o solo e evitar
os danos provocados pela perda de matéria organica.

Em estudo realizado em Piracicaba (SP) no qual a floresta original foi
removida para cultivo intensivo de cana-de-acucar, houve uma reducao da
matéria organica do solo (Latossolo, 0-20cm) de 71,9 para 44,6 t C ha™' nos
primeiros 12 anos, sendo que do carbono remanescente, aproximadamente
25% ja eram provenientes do cultivo de cana, e ndo do humus da mata original
(CERRI et al., 1991b).

Bramley et al. (1996) compararam seis locais diferentes na Australia,
cultivados com cana-de-agucar por 20 anos ou mais, com areas adjacentes
que nunca foram cultivadas com cana-de-acucar e nao encontraram evidéncias
de alteragbes gerais em diferentes atributos do solo, incluindo o carbono
organico do solo.

Pinheiro et al. (2007) avaliaram a influéncia da queima ou manutengéo
da palhada sobre os estoques de carbono no solo (Argilosso Amarelo arenoso)
em Cerrado no municipio de Linhares (ES). No estudo foi encontrado aumento
significativo nos estoques de C tratamento sem queima, mas apenas para a
camada superficial do solo (0-10cm). Os valores encontrados foram em média
de 14,8 e 10,9 Mg ha™' para cana crua e cana queimada respectivamente.

O efeito da manutencdo/queima da palhada, aplicagcdo de vinhaca e
fertilizacdo nitrogenada em duas areas de cana (Mata Atlantica e Agreste) foi
determinado em plantios monitorados de 1986 até 1999 em Timbauba (PE).
Verificaram efeito significativo da manutencdo da palhada, que diminuiu a

dependéncia das chuvas, aumentou a produtividade (25%), atenuou a
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compactacéo do solo (Luvissolo Crémico Ortico) e aumentou os teores de C e
N solo (0-10 cm), sem refletir, no entanto, nos estoques de C do solo (0-20 cm)
(RESENDE, et al., 2005).

Com a expanséo da cultura canavieira para as areas de Cerrado surge a
preocupacao do efeito do cultivo da cana-de-acucar nos solos do bioma. Até o
momento ha caréncia de dados sobre o efeito da introducdo dessa cultura nos
estoques de carbono do solo. No entanto, diversos estudos relatam mudancgas
nos estoques quando esse bioma é submetido a outras praticas de cultivo
como sera debatido a seguir.

Em area de Cerraddo (Rio Verde, GO), foram determinados teores e
estoques de carbono do solo (0-10 cm) de 30 g kg" e 29 t C ha™
respectivamente (COSTA-JUNIOR, 2008), com reducéo significativa nas areas
manejadas sob areas manejadas para fins agricolas.

Marchetti (2005) comparou o Cerrado natural com uma area de sistema
plantio convencional (18 anos) e cinco (Rio Verde, GO), com sistema plantio
direto, de diferentes idades (1, 4, 8, 10 e 12 anos) e encontrou teores de C que
variaram de 15 g kg™ (plantios direto mais jovens) a 30 g kg™ (Cerrado nativo).

Os teores de matéria organica, densidade, umidade e agua armazenada
nos solos (Latossolo Vermelho de textura argilosa) de uma area de Cerrado
nativo (Unai, MG) foram comparados com uma area de Cerrado nativo recém
revolvido com gradagem (1 ano), uma area de plantio direto (6 anos) e duas
areas de pastagem (12 anos) degradadas, sendo que uma delas foi submetida
a reforma no ultimo ano. Foi verificado aumento da densidade nas areas
cultivadas, assim como diminuicdo na porosidade total. Os teores de matéria

organica mais elevados foram observados nas areas de Cerrado nativo e na
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area com plantio direto, com teores intermediarios nas areas de pastagem e
menores na area de Cerrado revolvido (FIGUEIREDO, RAMOS, TOSTES,
2007).

Nao foram observadas diferengas significativas nos estoques de C entre
0s usos e manejos do solo (Latossolo Vermelho distréfico) no perfil do solo (0-
100cm) sob Cerrado, pastagens, plantios diretos e plantios convencionais em
Mourinhos (GO) (A’ANDREA, 2004).

Roscoe et al. (2001) encontraram teores de C de aproximadamente 2,0
a 4,0 g kg™ em Cerrado e ndo observaram diferencas significativas no estoque
de C ao comparar a vegetagcdo natural (Cerrado) e uma pastagem de
Brachiaria spp. com 23 anos de implantacdo, em Latossolo argiloso em Sete
Lagoas (MG).

Varela et al. (2004) verificaram reducdo nos teores de C do solo
(Latossolo) em area de pastagem (20 anos de estabelecimento) em relagdo ao
Cerrado natural, com valores médios de 24,1 e 47,4 g Kg™' respectivamente.

Em areas previamente cobertas por Cerrado stricto sensu, em um
Latossolo Vermelho distrofico argiloso, em Sete Lagoas (MG), ndo foram
registradas perdas nos estoques de C apds 30 anos de cultivo convencional de
graos (ROSCOE; BUURMAN, 2003).

Em outro estudo, na mesma regido, foram avaliados trés sitios de
Cerrado, com diferentes intensidades de fogo. Nenhuma diferenca significativa
foi encontrada entre os trés Cerrados, em relacdo ao C e N totais e em também
em relagao a proporcao C:N, sugerindo pouca influéncia do fogo nesses fatores

para esse bioma (ROSCOE et al., 2000).
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Paiva e Faria (2007) verificaram, em Cerrado strictu sensu préximos a
Brasilia, teores e estoques de carbono no solo (0-10 cm) de 2,73 g kg

e 19,37 t C ha" respectivamente.

2.3.2 Nitrogénio no solo

O nitrogénio é elemento indispensavel para os seres vivos, pois €&
constituinte de aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos. Ele existe em
diversas formas na natureza (Figura 6), mas principalmente na forma de N, o
qual poucos organismos sdo capazes de assimilar. A excegao é por parte de
organismos ditos diazotréficos, que podem fixar o biolégicamente o nitrogénio
atmosférico em nitrogénio organico.

Nao existem medidas exatas sobre a contribuicdo da fixagcdo bioldgica
do nitrogénio (FBN) para o total de nitrogénio presentes no ecossistemas, mas
sabe-se que em Cerrados a FBN é muito importante. Alguns trabalhos

reportaram taxas de fixacdo entre 9 a 44 kg N ha” ano™

podendo ser
responsavel pela maior parte do N presente no solo (BUSTAMANTE, 2006).

A maior parte de N nos solos esta ligada a MOS, na qual o teor total
desse elemento encontra-se na faixa de 0,05 a 0,5%, e aproximadamente 5%
do N-total encontra-se em formas inorgénicas como o amoénio e nitrato
(WHIETHOLTER, 2000).

O N orgénico no solo passa para as formas minerais através da
decomposicdo da MOS, que é mediada principalmente por acdo microbiana.

Esse processo € conhecido como mineralizacdo e uma diversidade muito

grande de organismos é relacionada com essa atividade.
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Figura 6 — O ciclo do nitrogénio no sistema solo atmosfera.

A conversdo do amoénio para nitrato, denominada de nitrificacao,
depende de bactérias especificas para ocorrer, e 0s principais género
envolvido sdo Nitrosomonas e Nitrobacter, mas outros como Pseudomonas,
Bacilus, Corynebacterium e Achromobacter também s&o capazes de nitrificar a
amoénia (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A desnitrificacdo € o processo de redugdo biolégica do nitrato, ou nitrito
para N2O, NO, ou até mesmo N, e ocorre simultaneamente ao processo de
mineralizagdo do N-organico no solo, e € uma das principais vias de perde de
N do solo (BOUWMAN, 1998). Inumeros géneros bacterianos sdo capazes de
desnitrificar formas oxidadas de nitrogénio, entre eles estdo: Alcaligenes,
Agrobacterium,  Azospirillum, Bacilus, Flavobacterium, Halobacterium,

Hyphomicrobium, Parococcus, Propionibacterium, Pseudomonas, Rhizobiium,
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Rhodopseudomonas e Thiobacillus (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Uma
elevada diversidade genética de bactérias desnitrificantes pode proporcionar
maior estabilidade nos processos de redugao do nitrito e nitrato (YOSHIE et
al. 2001).

A lixiviagao do nitrato, e a volatilizacdo da aménia também sio formas
comuns de perda do N do solo. A volatilizacdo pode ocorrer sob condi¢des
naturais, mas é acentuada sob agao do fogo, que pode ainda provocar perdas
de N através de material particulado em cinzas (BUSTAMENTE, et a., 2006).

Historicamente, a relagao entre mineralizacao, nitrificagcao e imobilizagao
do N no solo era estudada principalmente em funcido da relacdo C:N de cada
solo, sendo essa relagao o fator principal de direcionamento do fluxo do N no
sistema. Essa € uma ferramenta util na comparacao entre diferentes tipos de
solo, no entanto, sabe-se hoje que outros fatores (pH, biomassa microbiana,
conteudo de agua, qualidade da liteira entre outros) sdo de extrema
importancia, e alguns (respiragao, conteudo de ATP, indice de lignina-celulose)
podem ter correlagdes mais fortes do que a relacdo C:N para determinar o
destino do N no solo e prever as taxas de degradagcdao da MOS (MELLILO et
al., 1989, BENGTSSON, BENGTSSON; MANSSON, 2002; NARDOTO;
BUSTAMANTE, 2003).

A manutencgao de teores adequados de nitrogénio no solo é fundamental
para a fertilidade das terras e manutencdo da producdo, assim como para
atingir a sustentabilidade em longo prazo. O Cerrado € conhecido por ter terras
de boa qualidade fisica, mas de baixa fertilidade. Conhecer o comportamento
do N no solo desse bioma, assim como as modificagbes induzidas nos seus

estoques devido a introdugéo do cultivo é, portanto, de grande importancia.
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Em uma area sob cultivo de cana no municipio de Linhares (ES), na qual
a vegetacao nativa era composta de Cerrado, compararam-se os estoques de
N no solo (Argissolo Amarelo arenoso) de uma area cultivada com cana crua e
outra com cana queimada, e verificou-se respectivamente valores de 1,3 e 0,8
Mg ha™ para a camada superficial (0-10), representando acréscimo significativo
nos estoques para a area sem queima (PINHEIRO et al., 2007).

Em estudo realizado em Rio Verde (GO), com diversos manejos
agricolas (plantio direto, convencional e pastagem) foi observado maiores
teores de N-total do solo (0-10 cm) no Cerraddo (2,0 g kg™') em comparacéo
com as areas manejadas (Siqueira Neto, 2006).

Na mesma regido, Costa-Junior (2008) avaliou a influéncia de manejos
agricolas de plantio convencionais (29 anos) e plantio direto (3, 7, 10 e 15
anos) no solo sob Cerrado. Os teores de N no Cerrado nativo foram de
aproximadamente 1,21 g kg™ (0-10cm) n&o tendo diferencas significativas em
relacdo as areas manejadas.

Varela et al. (2004) comparam uma area de Cerrado nativo com area de
pastagem (20 anos de estabelecimento) em relagdo aos estoques de N e
teores de N mineral no solo (Latossolo). Nao foram percebidas alteragdes nos
estoques de N total, mas sim nos teores de N mineral com variagbes sazonais
de 1,2 a 9 mg kg”' na pastagem e de 3,5 a 17,4 mg kg no Cerrado e
porcentagem de nitrato, no total de N-inorganico variando de 1 a 19%.

Em outro estudo, em Latossolo Vermelho distrofico sob Cerrado,
pastagens, plantios diretos e plantios convencionais, foram comparados quanto
aos estoques de N total e de N-mineral (aménio e nitrato, 0-100 cm), no

municipio de Mourinhos (GO), em solo. Foram encontradas diferengas
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significativas principalmente na camada superficial (0-10 cm) com maiores
valores de aménio na area com Cerrado (42 mg kg™') em relagdo as demais
areas que apresentaram teores de 12 até 20 mg kg'. Os teores de nitrato
também apresentaram valores significativamente diferentes, e os tratamentos
com plantios diretos apresentaram os maiores. O estudo ainda testou a
correlacao desses teores com o pH do solo, e ndo verificou correlagdo com o
nitrato, mas encontraram correlacdo moderada do pH com os teores de aménio
(d'Andréa et al., 2004).

Nardoto e Bustamante (2003) estudaram a influéncia do fogo sobre a
dindmica do nitrogénio e biomassa microbiana em solo (Latossolo Vermelho
distréfico) sob Cerrado. Verificaram que a biomassa microbiana n&o era
influenciada pelo fogo, mas sofria variagdes sazonais, com maiores valores no
inicio das chuvas. A dindmica do nitrogénio apresentou o mesmo padrédo de
mineralizagao/imobilizagdo para as areas com e sem ocorréncia de fogo com
predominancia de amobnia e baixas concentragdes de nitrato. Foram
observadas ainda alta variagdo nas taxas liquidas de mineralizagdo (15 a -20
mg kg™ dia™) e nitrificacdo (-2 a 5 mg kg™ dia™) do N do solo ao longo do ano.

Balota et al. (2004) estudando o efeito do manejo do solo e diferentes
sucessoes de culturas encontraram taxas liquidas de mineralizagdo do N no
solo de 0,13, 0,08 e 0,08 g kg”' dia™, respectivamente para as sucessdes
soja/trigo, milho/trigo e algodao/trigo cultivados em sistema plantio direto,
representando valores em média 74% superiores aos observados em sistema

de plantio convencional.
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Quantificar o processo de desnitrificacdo ndo € uma tarefa facil, haja
vista os inumeros processos no qual o nitrogénio esta envolvido. Medir a
desnitrificagdo pelo seu produto terminal (N2) se mostra inviavel devido a
abundancia natural desse elemento na atmosfera, além do fato de existirem
produtos intermediarios (NO, N>O) que devem ser igualmente mensurados. A
medicao pelo consumo de nitrato também se mostra dificil, pois esse ion pode
ser consumido por plantas, por microrganismos heterétrofos, pode sofrer
reducdo para NH,", lixiviacdo, além de poder ser produzido pelo processo de
nitrificagdo (ROBERTSON, et al., 1999).

No ensaio de desnitrificacdo potencial, ao meio é adicionado um
bacteriostatico, e os fatores limitantes do processo de desnitrificagdo (O2, NO3
e C) séo colocados em condigdes oOtimas para atividade desnitrificante das
bactérias (anaerobiose, fonte de carbono e nitrato n&o limitante). Dessa forma,
mede-se a taxa maxima de desnitrificacdo que determinada amostra poderia
apresentar se no ambiente natural os fatores limitantes ndo estivessem
ocorrendo. Essa medicdo se da unicamente em funcio da atividade enzimatica
presente na amostra, e se torna uma referéncia a atividade microbiana
presente nesse solo.

Originalmente pensou-se que a atividade da enzima desnitrificante
(DEA) seria fortemente correlacionada com a atividade desnitrificante real, no
entanto, como revisado por Groffman (1999) a correlagdo nem sempre ocorre,
pois a enzima persiste viavel, mas sem atividade no solo, e volta a atividade
em condi¢cdes de laboratério. Contudo, esse valor ainda € muito util na
comparacgao de diferentes amostras, pois responde bem a variagdes em longo

prazo nos fatores que controlam a desnitrificacao.
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Castaldi e Aragosa (2002) compararam os valores de DEA em solo sob
vegetacado arbustiva do mediterraneo, no qual avaliaram a influéncia do fogo
assim como sua correlagdo com os teores de amoénio, nitrato, teor de agua e
carbono. Nas condi¢gdes do experimento ndo conseguiram verificar diferencas
significativas nos valores de DEA entre a area controle e as areas queimadas,
nem correlacdes positivas que explicassem as variagdes entre os fatores
descritos com os valores obtidos para todas as épocas de coleta. Isso
evidencia a complexidade de fatores influenciam as transformacgdes do

nitrogénio no solo, e a necessidade de aprofundamento das pesquisas.

2.3.3 Variacao natural do sinal isotopico do carbono e nitrogénio na MOS

Uma das ferramentas comumente empregadas no estudo da dindmica
da matéria orgéanica do solo € a determinag¢ao do sinal isotopico do carbono e
do nitrogénio. Diversos estudos utilizam dessa técnica para estudas a
influéncia do uso ou manejo do solo na dindmica do carbono e nitrogénio
(MIRANDA et al.1997; NEILL et al., 1999; ROSCOE et al., 2000; ROSCOE et
al., 2001; COLETTA et al., 2009).

Elementos e seus is6topos co-existem naturalmente, em concentracdes
relativamente constantes no meio ambiente. Porém, diversos processos
bioldgicos, tais como fotossintese, mineralizacédo entre outros possuem a
caracteristica de fracionar as concentragdes dos diversos isétopos de forma
diferencial (FARQUHAR et. al., 1989, NALDHOFFER; FRY, 1994).

Como exemplo, podemos citar o processo de fotossintese de plantas de

metabolismos C3 e C4. Durante a absorgao do CO, as plantas de ciclo C3
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produzem um fracionamento isotopico diferente das plantas de ciclo C4, devido
as propriedade (FARQUHAR et. al., 1989).

Devido a diferenca entre a proporcéo de isétopos do C encontrados em
plantas de ciclos fotossintéticos diferentes, € possivel usar o emprego da
técnica isotopica no estudo da dindmica da MOS (CERRI et al.,, 1991a;
NATELHOFER; FRY, 1988). Quando uma vegetacdo de um tipo de ciclo
fotossintético, por exemplo, € convertida em vegetagcdo de outro ciclo, é
possivel acompanhar a ciclagem na matéria organica, conforme ela vai sendo
substituida pela nova vegetacdo, ja que terdo valores de 5'°C discrepantes
entre si.

A composicéao isotdpica do N no solo também é determinada pelo teor
de ™N do N que entra e sai do sistema, e sofre ainda influéncia do
fracionamento isotdpico que ocorre durante as transformacdes do N dentro do
ecossistema. Em geral, se observa um enriquecimento do N ao longo do perfil
do solo, provocado pela decomposicdo da matéria organica (NALDHOFFER;
FRY, 1994, BUSTAMANTE et al., 2004).

Um estudo sobre a composicao isotopica das plantas de Cerrado na
regido proxima a Brasilia mostrou que praticamente todas as gramineas da
regido, pertencem as plantas de ciclo C4 com valores isotopicos médios de
-13%0, € as demais plantas pertencem ao ciclo C3 com valores isotopicos de
-28,1%o0. Foi determinado ainda o valor isotépico do CO; respirado do solo e
planta, que variou entre -21,8%0 a -23,7%. mostrando que a proporgcao de
plantas C3 na origem da matéria organica varia de 60 a 70% para aquela

regiao (MIRANDA et al.1997).
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Em Sete Lagoas (MG), em um Latossolo vermelho escuro com teor de
argila médio-alto (600 g kg™"), foram avaliados areas de Cerrado submetidos a
diferentes intensidades de fogo. Valores de 3'°C do solo variaram entre
-23,11%0 a -25,80%0 entre os trés Cerrados, com um enriquecimento isotépico
do solo em relagao a serrapilheira em todos os locais. Nao foi verificado efeito
aparente do fogo em relacdo aos valores isotépicos da matéria organica
(ROSCOE et al., 2000).

Em outro estudo realizado sob Latossolo muito argiloso (> 850 g kg™),
também em Sete Lagoas (MG), foram determinadas a composi¢ao isotépica do
C no solo sob duas areas de Cerrado, que apresentaram valores médios de
-24,24%0 e -23,36%o, € valores ligeiramente maiores na camada superficial (O-
10 cm). Foi determinado também um aumento significativo no valor de 5'*C ao
longo do perfil do solo em fungdo da mudanga do uso do solo para pastagens
(ROSCOE et al., 2001).

Coletta et al. (2009) estudou os valores isotdpicos do solo (Neossolo
quartzarénico) e vegetagdo em area de Cerrado (Santa Rita do Passa Quatro,
SP) e encontrou valores de 8'°C e 5"°N de -25,7%o e 4,2%o respectivamente, N
total de 0,6 g kg™ e sinal isotdpico da vegetagdo arbérea de 5'°C entre -28,9%o
e -32,6%o e 5'°N entre -0,7 € 0,6%o.

Pinheiro (2007) avaliou a influéncia da queima ou manutengdo da
palhada da cana sob solo de Cerrado (Argilosso Amarelo arenoso, Linhares,
ES), observando valores de & *C do solo iguais para as areas de cana crua e
cana queimada (-17%. e -18%o. respectivamente). No entanto nas areas
aumento significativo no valor de 5'3C foram observados quando comparadas &

area de Cerrado (-27%o).
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Nardoto (2005) avaliou a influéncia do fogo nos teores e sinal isotdpico
do C e N solo (Latossolo Vermelho escuro) de duas areas de Cerrado (Brasilia,
DF), uma das areas sob regime de queimadas controladas a cada 2 anos por
cerca de 10 anos, e outra sem queimada. Foram medidos teores médios de
carbono e nitrogénio respectivamente de 45 e 2,4 g kg™ e valores de 5'°N de
2,8 a 3,8%0, sem diferengas significativas entre as areas. Aparentemente, o
fogo nao exerceu influéncia sobre esses fatores no solo de Cerrado, contudo, o
5"3C ficou consistentemente mais enriquecido na area com ocorréncia de
queimadas.

Foi determinado o valor isotépico do N do solo (0-500 cm) nas
fisionomias do Cerrado chamadas de Cerrado strictu sensu, Cerrado denso
(ambos Latossolo Vermelho escuro) e campo sujo (Latossolo Vermelho
amarelo), na reserva florestal do IBGE, em Brasilia (DF), sedo observado um
valor de 8"°N na camada superficial de 4,7%., 3,5%0 e 4,3%o respectivamente,
com marcante enriquecimento (~8%.) ao longo do perfii 0-100 cm
(BUSTAMANTE, et al., 2004).

Outro estudo, localizada na mesma reserva florestal, descreveu o efeito
da umidade no solo, em Mata de Galeria, em um solo com trés graus de
interferéncia da agua. Foram verificados valores de 3'°N de 4,07%o, 3,95%0 e
4,65%0 para os solos umidos, intermediarios e secos, respectivamente, sem
diferencgas significativas e com enriquecimento (~5%o.) ao longo do perfil do solo
(0-100 cm) (PARRON; BUSTAMANTE; CAMARGO, 2004).

Martinelli et al. (1999) estudaram os teores e a composi¢ao isotopica do
N da matéria organica de solos tropicais e temperados e verificaram que os

solos tropicais apresentavam maior enriquecimento (~9,5%.) em comparagéo
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com os solos temperados (~2%o), sugerindo que a ciclagem do N nos tropicos é
mais intensa, produzindo maior fracionamento isotépico e resultando no

enriquecimento do °N no solo.

2.4 Agregacao do solo
2.4.1 Agregados do solo sob enfoque estrutural

A estrutura do solo é, entre outras, representada pelo grau de
estabilidade dos agregados do solo (BRONICK; LAL, 2005). A formagao e a
estabilizacdo dos destes ocorrem mediante a atuacdo de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, que sdo mediados de acordo com a presenga de
substancias e agentes de agregacgao e estabilizagdo. A divisdo em classes de
tamanho diferentes esta baseada em propriedades tais como ligantes e
distribuicdo do carbono e nitrogénio no solo (SILVA; MIELNICZUK, 1997;
BRONICK; LAL, 2005).

Alteragbes na cobertura vegetal e mudangas no manejo alteram um
conjunto de fatores que afetam a ciclagem da matéria organica do solo. A
quebra de macroagregados resulta na exposigao de material organico do solo
tornando-o sujeito a oxidagéo via atividade bacteriana. Em longo prazo, isso
resulta na mudanga da qualidade do solo, reduzindo a produtividade agricola,
aumentando o risco de eros&do e ainda aumentando a emissdo de dioxido de
carbono (PINHEIRO et al., 2007).

A matéria organica do solo é um dos componentes mais importantes que
atuam na formacdo e estabilizacdo dos agregados, constituindo um
reservatorio heterogéneo de C e N. A reducado da fragcdo ativa da MOS afeta

diversas fungdes no solo como, por exemplo, a manutencdo da producdo de
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polissacarideos, fundamentais ao processo de agregacdo (GOLCHIN et al.,
1997, CHRISTENSEN, 2000, DENEF et al., 2001).

Contudo, alguns autores defendem que em solos tropicais a forte
relacdo entre agregacgao do solo e teor de matéria organica nao existe, pois em
solos ricos oxidicos, os principais agentes responsaveis pela estabilizagdo dos
agregados seriam os 6xidos do solo (FERREIRA, FERNANDES, CURI, 1999;
TISDAL, OADES, 1982).

A microbiota também possui papel fundamental na formagdo dos
agregados, pela degradagdo da matéria organica, e formagdo de material
ligante na matriz do solo. Em solos tratados com fungicidas, a formacgéo de
macroagregados foi significativamente menor do que em solos controle,
mostrando a importancia dos fungos no processo (DENEF et al., 2001).

O ciclo de chuvas é um dos fatores de importancia na estabilidade dos
agregados principalmente nas etapas iniciais da formagdo dos mesmos. O
processo de umedecimento e seca dos solos provoca a ruptura das estruturas
dos agregados, além do aumento na ciclagem da matéria organica do solo,
devido a solubilizacdo e disponibilizagdo de material organico anteriormente
ocluso (DENEF et al., 2001).

O aumento de densidade dos solos € um fenbmeno provocado
principalmente pelo colapso dos agregados do solo, e sua ocorréncia € um
problema amplamente encontrado nos solos tropicais (CASSEL; LAL, 1992).
Existem basicamente trés diferentes indices que traduzem o grau de
agregacao do solo, o indice de estabilidade de agregados (IEA), o didmetro
médio ponderado (DMP) e o didmetro médio geométrico (DMG). Cada um

desses indices preza por uma qualidade em especifico.
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O IEA representa o indice geral de agregagdo do solo, considerando
apenas quantidade de areia, macro e microagregados, sem levar em conta a
distribuicdo em classes de agregados. O DMP é diretamente proporcional a
massa de agregados retidos nas peneiras maiores, e o DMG representa uma
medida da classe de agregados com maior frequéncia de ocorréncia
(CASTRO-FILHO; MUZILLI; PODANOSHCI, 1998).

Em um estudo realizado sob Latossolo Vermelho distréfico (Jaboticabal,
SP), foram comparadas uma cronossequéncia de mata nativa de Cerrado e
cana-de-agucar com 1, 3 e 7 anos. Forma observadas reducado do valor de
DMP com a introducéo e tempo de cultivo, com valores de 5,2 mm no solo sob
mata, 4,5 mm na cana com 1 e 3 anos e 3,4 na area de cana com 7 anos
(GOES et al., 2005).

Outro estudo realizado em um Latossolo Vermelho distrofico e Latossolo
Vermelho distroférrico também em Jaboticabal (SP) em éareas cultivadas com
cana a cerca de 15 anos, foi estudado o solo (0-30cm) de uma area nativa,
uma com cana planta (inicio do cultivo), uma com cana soca no segundo ano e
cana soca no quarto ano de cultivo. Verificou-se redugao expressiva do teor de
matéria organica, aumento da densidade das areas cultivadas em relacéo a
area de mata nativa. O DMP também sofreu influéncia significativa, com
maiores valores na area de mata (5,5 mm), valores intermediarios na area com
cana planta e segundo ano (3,7 mm) e menores valores na cana soca no
quarto ano (3 mm) (CENTURION et al., 2007).

Em Latossolo Vermelho eutroférrico foi mensurada a variabilidade
espacial da agregacao e matéria organica do solo, em uma area de cana-de-

agucar. Os indices médios de DMG foram de 2,24 mm (0-20cm). O estudo
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também mostrou que a variagcédo espacial do DMG nas areas seguia um padrao
similar a variacao espacial da matéria organica, mostrando a dependéncia da
agregacdo com teor de matéria organica (SOUZA; MARQUES JUNIOR;
PEREIRA, 2004).

Albuquerque et al. (2005) estudaram a influéncia de diversos atributos
na agregacao de um Latossolos vermelho no Parana, verificaram alta
correlacao do teor de carbono, aluminio e potassio com valores de DMP, e nao
mas nao observaram correlagdo entre agregacdo e os demais valores (pH,
grau de floculagao, calcio, magnésio, CTC e soma de bases).

Na regido de Rio Verde foram encontrados maiores valores de
agregacao em sistemas de Cerrado nativo e em Pastagem (20 anos), quando
comparados com sistemas plantio direto (3, 7, 10 e 15 anos) e plantio
convencional (29 anos) (COSTA-JUNIOR, 2008), evidenciando que mudancas
na utilizacdo do solo alteram diretamente a estrutura deste, principalmente nas
camadas mais superficiais.

Salton et al. (2008), no Mato Grosso do Sul, avaliaram diferentes
sistemas de manejo do solo e Cerrado nativo em experimentos de longa
duracao e encontraram o maior didmetro médio ponderado e o maior indice de
estabilidade dos agregados, nos sistemas com pastagens, seja de forma
isolada ou em rotacdo com lavouras. Sugerindo que a formagdo de
macroagregados parece estar relacionada a presenga de raizes, que s&o mais

abundantes sob pastagem de gramineas.
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2.4.2 Agregados do solo sob enfoque ecoldgico

Agregados de solos devem ser entendidos como micro-universos
complexos que possuem condi¢des fisico-quimicas e bioldgicas proprias. Do
centro para a regidao periférica de um agregado existe um gradiente de
concentragdo e acesso a elementos como oxigénio, agua, macro e
micronutrientes (MUMMEY; STAHL, 2004).

Aprofundando ainda mais o0 conceito, macro e micro agregados
representam microambientes distintos entre si. O interior dos microagregados &
um ambiente mais ocluso, oligotréfico, contendo quantidades limitantes de MO
biologicamente recalcitrante, que possuem taxas de renovagdo muito mais
baixar baixas que encontradas em solos como um todo (SIX et al., 2002).

Em Latossolos, a estrutura de agregagdo do solo é fundamental no
sequestro do carbono, pois a associagdo do C as classes de microagregados
que ficam oclusos em macroagregados é responsavel pela estabilizagcdo do
carbono no solo sendo responsaveis pela manutencao dos teores e estoque de
C em longo prazo (DENEF et al., 2007).

O interior dos agregados ainda representa um ambiente de dificil acesso
a qualquer organismo, sendo um ambiente com baixo grau de predag¢ao. Sendo
assim, bactérias que colonizam o interior de agregados estdo sujeitas a uma
condicado bastante diferenciada em relagdo as bactérias que vivem fora deles
(MUMMEY; STAHL, 2004). Essa protecao se estende para o ambito fisico, haja
vista que macroagregados podem funcionar como locais de protecédo das
comunidades bacterianas aos efeitos de umedecimento e seca do solo

(DENEF et al., 2001).
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A ciclagem e dinamica do carbono do solo ocorrem de forma distinta nas
diferentes classes de agregados, sendo mais acelerada nas classes de maior
didmetro e mais lenta nas classes de diametro inferior (NEILL et al., 1998).

Se a ciclagem de nutrientes € mais lenta nos microagregados é possivel
relaciona-los como ambientes que representam uma condigdo mais antiga do

solo do qual fazem parte (MUMMEY; STAHL, 2004).

2.5 Gases de efeito estufa e sua relagdo com o solo

O “efeito estufa” € um processo fisico natural, necessario para a
manutencdo da temperatura da terra. Porém, a alteracdo da composicao
quimica atmosférica causa variagdes nas concentragdes dos gases causadores
do mesmo, modificando o balango de energia do sistema terra-atmosfera
(MEIRELES, 1994; GHINI, 2008), ocasionando o processo conhecido como
“aquecimento global”.

Os gases de efeito estufa (GEE) sdo assim denominados devido a
propriedade de reter parcialmente a energia térmica emitida pela terra, entre
eles destaca-se o vapor de agua, dioxido de carbono, metano, éxido nitroso,
ozénio entre outros (IIPC, 2001; GHINI, 2008).

No Brasil, entre 75 a 80% GEE emitidos para a atmosfera nado é
proveniente da queima de combustiveis fosseis, mas sim de praticas agricolas
nao conservacionistas do solo, e de mudanga do uso do solo, incluindo o
desmatamento (CERRI; CERRI, 2007).

Sabe-se hoje, que o balango dos sistemas naturais é delicado, e que
forcas tamponantes naturais ndo sdo suficientes para manter o equilibrio

desses sistemas (GHINI, 2008).
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Se os cenarios de mudancgas globais previstos se confirmarem, o Brasil
sofrera grandes prejuizos econdmicos do ponto de vista agricola, pois a
producdo de alimentos nos trépicos deve ser altamente impactada, com
elevada redugao na producéo (CERRI; CERRI, 2007).

Apds a revolugao industrial (século XVIII), um grande incremento na
concentragao dos gases CO, CH4 e N,O foi observado. Esse aumento foi da
ordem de 31% para o CO,, e 150% para o CH4 e de 16% para o N,O, o que
pode parecer pouco, mas se for levado em conta que o potencial de
aquecimento global (PAG) do N,O é 296 vezes maior que do CO, percebe-se
que uma pequena alteragdo em sua concentragdo pode causar um grande
impacto no ambiente, assim como o metano, que possui o PAG 23 vezes maior
que o CO; (IPCC, 2001; GHINI, 2008).

Os fluxos de CO; do solo produzidos pela respiracdo das raizes das
plantas e também pela atividade microbiana do solo. O fluxo do gas é
controlado pelo gradiente de pressdo parcial entre o pCO; do solo e a
atmosfera. Temperatura, teor de agua, teor da matéria organica, vegetagao de
cobertura e manejo do solo sdo os principais fatores que vao influenciar os
fluxos do diéxido de carbono, haja vista que esses sdo fundamentais no
controle da atividade microbiana, respiracéo da raiz e difusdo dos gases (WU
et al., 2006, PANOSO et al., 2008, TOTH; KOOS; FARKAS, 2009, BRITO et al.,
2009)

A dinamica do CH4 no solo sofre influéncia de diversos fatores, como
nutrientes, pH e ocorréncia de queimadas. Mas de uma forma geral, a direcéo
do fluxo é determinado pela disponibilidade de oxigénio nos sitios de

producao/consumo de metano. Em situacdo de anaerobiose ocorre a formacao
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de CH4 (fluxo positivo), pela atuagdo de Archeas metanogénicas presentes no
solo. Essa situagao ocorre principalmente em solos alagados. Ja em solos bem
aerados, bactérias metanotréficas oxidam o metano existente no solo,
resultando em dreno (fluxo negativo) do metano para o solo (CASTALDI;
ERMICE; STRUMIA, 2006).

Em geral, por serem ambientes mais secos, os Cerrados brasileiros
possuem potencial de dreno do metano atmosférico. Os dados de diversos
estudos mostram fluxos de 1,21 a -20,22 mg m? dia™’, com média calculada de
-0,48 + 0,96 mg m*dia™ para Savanas em geral (CASTALDI et al., 2006).

Os fluxos de N,O entre a atmosfera e o solo séo influenciados por
diversos fatores, principalmente pela ciclagem do N no solo. Em muitos
ecossistemas a fertilizagdo nitrogenada aumenta a ciclagem do N no solo e a
emissao de N2O do solo para a atmosfera (KELLER et al., 1988).

A producdo de O6xido nitroso ocorre predominantemente em solos
agricolas, quando o aporte de N no solo é via fertilizante mineral ou organico,
sendo favorecida a sua emissao em condi¢des de pouca aeragdo. No mundo,
oitenta por cento do Oxido nitroso emitido é proveniente da atividade
agropecuaria (KULSHRESHTHA et al., 2000).

O fluxo de e N,O pode ser afetado pela sazonalidade climatica, pelo tipo
de planta cultivada, pelo tipo do solo e pelo manejo agricola, suprimento de O,
conteudo de agua, temperatura, pH, matéria organica, presenga dos residuos e
concentragdo de N mineral no solo (SIQUEIRA NETO, 2006; SIQUEIRA NETO,
2004; SMITH; DOBBIE, 2001; DAVIDSON et al., 2001, CASTALDI; ERMICE;

STRUMIA, 2006).
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Em geral, baixos fluxos de N;O s&o observados em Cerrados,
principalmente pela baixa disponibilidade de N inorganico (CASTALDI;
ERMICE; STRUMIA, 2006).

Davidson et al. (2001) mostraram que as emissdes de N,O no Cerrado
proximos a Brasilia em Latossolos vermelho-escuro e vermelho-amarelo foram
abaixo do limite de detecg¢ao do sistema de cromatografia gasosa utilizado. E
discutiram que em geral, baixas emissées sdo observadas em Cerrados bem
drenados, tanto pela condicdo predominantemente aerdbica quanto pelas
queimadas constantes, que promoveram uma baixa disponibilidade de N.

Varela et al. (2004) estudaram uma area (Brasilia, DF) de Cerrado nativo
e uma area com pastagem (20 anos de estabelecimento) sob Latossolo,
encontrando fluxos de N,O abaixo do limite de deteccao e fluxos de CO, com
variacdes sazonais, mais baixos na época de seca (2000 mg C-CO, m? dia™") e
mais altos na época chuvosa (3000 mg C-CO, m-? dia”' pastagem e 4000
2000 mg C-CO, m? dia™ Cerrado).

Um artigo de revisdo mostra que os fluxos de 6xido nitroso em solos de
Cerrado brasileiro variam de -0,07 a 1,96 mg m? dia” (CASTALDI; ERMICE;
STRUMIA, 2006).

Pouco se sabe sobre a emissdo de GEE em plantios de cana-de-acucar,
principalmente em relagdo ao CH4 e N2O, mas a queima de residuos agricolas
€ uma importante fonte de CH; e a queima para a colheita € um processo
comum no manejo da cultura no pais. Além disso, a cana recebe grandes
quantidades de fertilizantes, e em geral, 1% do fertilizante nitrogenado utilizado

no solo & emitido na forma de N,O (SOARES, 2008).
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Em areas de cana-de-acucar, ndo existe consenso sobre o efeito da
queima da cana assim como sobre a influéncia de fatores como temperatura e
umidade nos fluxos de GEE provenientes do solo (CAMPQOS, 2003; La SCALA
JUNIOR; BOLONHESE;, PEREIRA, 2006, PANOSO et al., 2008).

Em Latossolos vermelho de textura muito argilosa, de Guariba (SP)
foram encontradas diferengas significativas entre os fluxos de CO, das areas
com queima e sem queima (mais de 30 anos de cultivo). A primeira apresentou
os maiores fluxos, com média aproximada de 2100 mg m?dia™’, e a segunda os
menores fluxos, cerca de 1800 mg m?dia™ (PANOSO et al., 2008).

Ja em outro Latossolo, na regido de Ribeirdo Preto (SP), n&o foram
encontradas diferencas significativas entre as areas de cana crua e cana
queimada, cujos fluxos de CO, foram de 3000 e 3360 mg m? dia”
respectivamente. Nesse mesmo estudo, foram mensurados também os fluxos
de CH4 que apresentaram valores muito baixos, entre 1,4 e 4,0 mg m? dia" e
de N,O com 2 mg m?dia” (CAMPOS, 2003).

Um terceiro estudo sob cana-de-agucar, também na regido de Ribeirdo
Preto, em Latossolo vermelho argiloso, estudou a relagdo do fluxo de CO, com
0 manejo do solo. Foram comparadas areas de plantio direto, cultivo minimo e
plantio convencional, ao longe de 27 dias logo a partir do cultivo das areas.
Foram encontrados fluxos bem altos para todas as trés areas, em geral, com
diferencas significativas entre as areas de plantio direto que apresentaram
menores fluxos médios (19000 mg m? dia”) e de plantio convencional, que
apresentou os maiores fluxos médios (46000 mg m? dia™). A area de cultivo
minimo apresentou valores médios de 32000 mg m? dia™', que em geral foram

estatisticamente iguais ao dois tratamentos. Curiosamente, foi verificada
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influéncia da temperatura e da umidade nas areas de plantio convencional e
direto, mas ndo na area de cultivo minimo. O autor conclui que esses fatores
possuem influéncia quando se apresentam como valores limitantes (baixos
demais em relagdo a umidade ou altos demais em relagdo a temperatura), e
que nao exercem influéncia a partir de uma situagcdo mais equilibrada (La
SCALA JUNIOR; BOLONHESI, PEREIRA, 2006).

Brito et al. (2009) estudaram ao longo de um ano, a variagdo espacial
dos fluxos de CO, do solo (Latossolo Vermelho) em relagdo a topografia,
temperatura e umidade de uma area de cana-de-agucar (60 anos com queima,
seguida de 10 sem queima), em Jaboticabal (SP). Foram mensurados os
maiores fluxos no meses quentes e os menores nos meses frios, encontraram
variagdes no fluxo em relagéo a topografia, mas sem um padréo consistente, e
mostraram forte correlagdo do fluxo em fungdo da temperatura e teor de agua
dos solos.

A divergéncia de dados evidencia a necessidade de maiores estudos,

principalmente nas novas areas de ocupac¢ao de cana-de-acucar.

2.6 Microbiota do solo e seu estudo atravées da técnica de DGGE

Os microrganismos vivem em grande abundancia em ambientes
naturais, e formam comunidades complexas nas quais podem ser observados
diversos tipos de relagdes inter e intra-especificas.

O entendimento da diversidade microbiana do solo e dos processos
ambientais que ela controla, requer o conhecimento profundo de como a
diversidade microbiana influéncia e ¢€ influenciada pelo meio ambiente

(MUMMEY et al., 2006).
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A microbiota do solo no papel de decompositor € a base de uma
complexa teia alimentar que liga todo o ecossistema terrestre, sendo
responsaveis pela ciclagem dos nutrientes e manutengcédo da fertilidade dos
solos (VALPASSOS et al., 2001).

A mineralizacdo da MOS é mediada pelos processos microbianos,
através da atuagao de enzimas intra e extracelulares, e a disponibilizacdo de
nutrientes para plantas é bastante dependente da biomassa e atividade
microbiana. Portanto, alteracbes na estrutura da comunidade microbiana
podem levar a mudangas em importantes fungdes como a decomposi¢cao da
matéria orgénica entre outras (HOLT; MAYER, 1998; VALPASSOS et al.,
2001).

As alteragbes podem ainda ser muito mais drasticas em processos
especificos como a fixagdo do nitrogénio ou o processo de nitrificagdo, haja
vista que esse tipo de processo é dependente da atividade grupos de
microrganismos bem definidos e restritos, que ndo podem ser substituidos por
um grupo qualquer que se adéque as novas condigdes do ambiente (GHINI,
2008).

A integridade da capacidade metabdlica microbiana do solo € um
requerimento fundamental de qualquer conceito de protecao, biorremediacéo e
cultivo continuo do solo, entendendo por atividade microbiana todas as reagdes
bioquimicas catalisadas por microorganismos no solo (ALEF; NANNIPIERI,
1995).

Para entender um ecossistema é fundamental conhecer a diversidade,
distribuigdo e a estrutura da comunidade microbiana (@VEREAS, 1997). O

monitoramento de comunidades microbiolégicas por técnicas dependentes de
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cultivo em laboratério é importante, mas apresenta muitas limitagdes
acessando apenas uma pequena parte da diversidade existente (AMANN et al.,
1995).

Bactérias nitrificantes e desnitrificantes sdo organismos chave na
ciclagem do nitrogénio e seu estudo é dificil por meio da utilizagdo de métodos
convencionais. Isso ocorre principalmente porque bactérias nitrificantes
possuem crescimento lento e os métodos de cultivos empregados resultam na
selecao de poucas linhagens adaptadas a nova condigao. A selegao de poucas
linhagens também & um problema no estudo das bactérias desnitrificantes, pois
sdo compostas por grupos polifiléticos bem distintos, que requerem diferentes
condigbes de crescimento (KOWALCHUK; STEPHEN, 2001; PHILIPPOT;
HALLIN, 2005).

Aproximadamente 9.500 espécies de procariotos ja foram descritas ao
longo dos anos. No entanto, por meio de técnicas moleculares, sabe-se que
isso representa apenas cerca de 1 a 10% da biodiversidade existente no
planeta (THOMPSON et al., 2005).

Como alternativa, existem hoje diversos métodos moleculares
disponiveis para o estudo de comunidades microbianas independentes de
cultivo. Eles se baseiam principalmente em técnicas que utilizam a
manipulagédo dos acidos nucléicos, seja o DNA ou o RNA extraidos diretamente
de amostra ambiental (solo, agua, liteira, lodo ativado), entre os quais se pode
citar o DGGE, Microarray, Sequenciamento e Real-Time PCR entre outros
(MUYZER, 1993; HE, et al., 2007; CARDENAS; TIEDJE, 2008).

A técnica de DGGE (eletroforese em gel com gradiente de

desnaturagdo), desenvolvida por Muyzer (1993), permite a separacdo de
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fragmentos de DNA de mesmo tamanho de acordo com o teor de C+G
presentes em cada fragmento. O principio da técnica se baseia na mobilidade
diferencial das moléculas de DNA em um gel de poliacrilamida com gradiente
de desnaturagdo. As moléculas vao migrando uniformemente ao logo do gel,
até que a concentragcdo de desnaturante seja suficiente para separar a dupla
fita do DNA de cada fragmento, cessando, nesse instante a migragao
praticamente. Diferentes teores de G+C na dupla fita vao resultar em diferentes
pontos de desnaturagdo, conseguindo dessa forma, separar fitas de mesmo
tamanho apenas pela diferenga no conteudo de bases.

Associando a técnica do DGGE com a técnica de PCR (reagcdo em
cadeia da polimerase) é possivel selecionar e amplificar fragmentos do DNA de
organismos especificos, como bactérias nitrificantes, de um pool de DNA
contendo material genético de diferentes organismos. O DNA amplificado é
separado de acordo com as constituicbes de G+C dos diversos fragmentos,
construindo assim um perfil de bandas que representam a impressao digital da
comunidade microbiana especifica de cada ambiente. Mudangas na estrutura
da comunidade sao refletidas no perfil de bandas obtido através do DGGE.

O DGGE tem sido empregado com sucesso para a avaliagdo da
comunidade de bactérias totais, nitrificantes e desnitrificantes, e se mostra uma
técnica bastante sensivel, com alto poder deteccdo das alteracbes nas
estruturas das comunidades microbianas (KOWALCHUK et al., 1998; BOTHE
et al., 2000; NICOLAISEN; RAMSING, 2002; ENWALL; HALLIN 2008).

Muitos autores utilizam o DGGE como mecanismo na avaliagéo do perfil
microbiolégico e no monitoramento das oscilagbes temporais ou espaciais na

constituicdo das comunidades (MUYZER; WALL; UITTERLINDEN, 1993,
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@VEREAS, 1997, EICHNER et al, 1999, IWAMOTO et al., 2000,
MARYHOFER et al., 2006, MORAES; TRIVELIN; LAMBAIS, 2007, ABOIM et
al., 2008).

Uma area em Pirassununga (SP), de cana crua (1 ano e meio) foi
estudada em relagao a resposta da estrutura da comunidade microbiana em
funcdo de diferentes doses de nitrogénio (0, 40, 80 e 120 kg ha™). Nao foi
verificada diferencas na biomassa microbiana, no entanto, a analise de PCA do
perfil de bandas do DGGE da comunidade de bactérias, separou as amostras
de acordo com a dose de nitrogénio, com exceg¢ao da area sem adubagao que
ficou difusa na ordenagdo, mostrando que a comunidade microbiana reagiu a
interferéncia antrépica. A andlise de PCA mostrou ainda a influéncia da
variagdo de alguns micronutrientes na segregagdo das comunidades
bacterianas (MORAES, TRIVELIN, LAMBAIS, 2007).

Aboim et al. (2008) estudaram as mudangas na comunidade microbiana
do solo em Cambissolo arenoso (0-5 cm) correlacionando-a com os fatores
fisico-quimicos, em area de Mata Atlantica, no municipio de Bom Jardim (RJ)
cultivada por setenta anos em sistema de agricultura familiar de colheita
seguida de queima, com sucessdo de culturas com 3 anos de rotagéao,
seguidos por 5 anos de pousio. Os tratamentos estudados compreendiam em
sucessodes da culturas agricolas inhame (1° ano), inhame (2° ano), milho (3°
ano), areas de pousio (1°, 3° e 5° ano) e floresta nativa (15, 30 e > 70 anos).
Nesse trabalho foi observado um forte influéncia da utilizagado do solo para fins
agricolas, com formacao de blocos de agrupamento com clara distingdo das
areas com floresta nativa das areas de cultivo, e tendéncia de aproximacéao das

areas em pousio das areas de floresta. Ainda foi verificada, pela analise de
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PCA, a influéncia dos fatores fisico-quimicos, que mostram uma correlagao das
mudancas nos parametros com as mudancas observadas.

Tagliaferro (2005) estudou a diversidade microbiana no solo de Cerrado,
comparando o sistema natural com pastagem por meio da construgdo de uma
biblioteca genbémica, e demonstrou uma biodiversidade microbiana muito alta
no solo do Cerrado. Encontrou grande numero de microrganismos nao-
cultivaveis ou nao conhecidos, maior quantidade deles no Cerrado natural. Em
analise filogenética, a diversidade bacteriana do Cerrado e pastagem foram
similares em nivel de filos, mas diferentes em géneros e espécies, revelando
maior diversidade no Cerrado natural, sugerindo uma maior pressado seletiva

atuando no ambiente cultivado.

Holt e Mayer (1998) observaram que areas de cana antigas (mais de 30
anos) em geral apresentavam valores de Dbiomassa microbiana
significativamente menores quando comparados a areas novas. Sugerindo que
a monocultura de cana-de-agucar tende a provocar um declinio na microbiota

do solo, em longo prazo.



54

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os impactos da introdu¢cdo e manejo agricola da cana-de-agucar
com e sem queima sobre as propriedades quimicas, fisicas e biologicas em
solo de Cerrado ,e verificar a relagao delas com a estrutura da comunidade de

bactérias totais, nitrificantes e desnitrificantes.

3.2 Objetivos especificos

v Caracterizar os solos quanto a sua morfologia e fertilidade;

v' Determinar a umidade, densidade e temperatura dos solos;

v' Caracterizar o estado de agregagao do solo nos diferentes sistemas de
manejos;

v' Quantificar os teores e estoques de C e N totais nos solos;

v Calcular os estoques de C e N nos solos;

v' Determinar os valores de 3"*C e 8™N dos solos;

v" Quantificar os teores de aménio e nitrato dos solos;

v' Determinar as taxas liquidas de mineralizacao e nitrificagdo do N dos solos;

v" Determinar o potencial de desnitrificagdo dos solos;

v' Determinar os fluxos de diéxido de carbono, metano e 6&xido nitroso,
provenientes do solo nos tratamentos;

v" Determinar a variagado espacial nos fluxos de diéxido de carbono, metano e
oxido nitroso, em relagao a distancia da linha de plantio;

v' Avaliar a estrutura da microbiota nitrificadora e desnitrificadora e geral do

solo por meio da técnica de DGGE;
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4 MATERIAIS E METODOS

As atividades de campo foram desenvolvidas no municipio de Porteirao
(GO), enquanto as atividades de laboratorio e demais analises foram realizadas
nos Laboratério de Ciclagem de Nutrientes e Ecologia Isotdpica do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da USP (Piracicaba-SP), no Laboratorio de
Andlise de Solos, Agua e Planta (LASP) da Embrapa Solos (Rio de Janeiro,
RJ) e também no Laboratério de Ecologia Molecular Microbiana da UFRJ (Rio

de Janeiro, RJ).

4.1 Localizagao e descri¢cdo das areas

As areas amostradas estao localizadas no municipio de Porteirdo (GO),
(17° 48' 54" S 50° 09' 50" O). O clima da regiao é do tipo Aw (Kdppen), tropical
com chuvas concentradas no verdo (outubro a abril) e um periodo seco bem
definido durante a estagdo de inverno (maio a setembro), quando ocorre na
regiao um moderado déficit hidrico. A temperatura média do ar no més mais
frio é superior a 18°C (megatérmico). A média anual da precipitagdo
pluviométrica é superior a 1500 mm ano™' e a média anual da temperatura do
ar é de 23,1°C.

O solo € do tipo Latossolos Vermelho eutréfico, ou seja, com saturagéo
de bases elevada (>50%) por se tratar de uma regido de solos derivados de
basalto. Embora a topografia da area seja aparentemente plana, em sub
superficie foi encontrada presenca de petroplintita (nédulos e concregdes
lateriticas) que evidenciam restricio a drenagem na area e carater
concrecionario (OLIVEIRA et al., 2001). Em alguns pontos da area sob Cerrado

essas concrecdes foram vista em superficie.
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Foram escolhidas duas areas que durante muitos anos foram utilizada
basicamente pra cultivo de algodéao, soja e girassol e a cerca de 10 anos estao
sendo utilizadas para cultivo de cana-de-agucar (Figura 7). As areas sao
constituidas de Latossolos vermelhos e estdo localizados na Fazenda
Itamaraty (17° 55' 35" S 50° 08' 36" O), pertencente a Usina Vale do Verdao
S.A.

Das areas escolhidas, uma esta sendo manejada com colheita manual e
histérico de queima continua, denominado Cana Queimada, e outra com
colheita mecanica, sem queima ha trés anos, cuja palhada se acumulava em
maior quantidade, a qual foi denominada Cana Crua. As duas areas tiveram o
plantio da cana planta com a variedade RB 83 5486 em marco de 2002, e no
momento da amostragem estavam no sexto corte. A area com cana crua é um

talhdo de 9,9 ha, enquanto a area de cana queimada possui 23,56 ha.

+Google:

Altitude do ponto de

Figura 7 — Fotografia por stellte das trés areas utilizadas no experlmento
(ponto de visdo aproximadamente 1,5 km. A data da fotografia ndo equivale a
data da coleta) (Fonte: GoogleEarth 5.1.3533.1731)
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Foi ainda escolhida uma area de Cerrado nativo, contigua as areas de
cana (Figura 7) que foi utilizada para fins de comparagédo. O Cerrado nativo é
um pequeno fragmento de Cerraddo e apresenta vegetacdo arbusto-arborea.

A caracterizagdo da fertilidade e granulometria das trés areas estado

apresentadas nas Tabelas 2 e 3 a seguir.



Tabela 2 — Caracterizacdo da fertilidade dos solos sob Cerrado, Cana Crua e Cana Queimada. (0-30 cm)
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Camada pH Al Ca Mg Na K H+AI P S T V
H,0 1:2,5 cmol,dm™ mg dm™ cmol,dm™ %
0-10 5,9 0 5,9 1,6 1,7 598,0 5,6 13,0 9,1 14,7 60,7
Cana Crua 10-20 6,3 0 6,7 1,5 0,0 317,0 4,2 11,8 9,1 13,3 66,0
20-30 6,5 0 6,4 1,3 1,7 124,7 3,1 3,2 8,0 11,1 69,7
0-10 5,8 0 4,6 1,5 3,0 314,7 54 27,5 6,9 12,3 56,3
Cana Queimada 10-20 6,0 0 5,4 1,4 2,3 126,0 4,1 23,7 7.2 11,3 64,7
20-30 6,0 0 3,6 1,3 2,3 66,3 3,7 8,1 5,1 8,8 56,7
0-10 6,6 0 11,4 3,9 2,2 306,6 4.8 102,3 16,1 20,9 77,2
Cerrado 10-20 6,3 0 10,0 2,6 5,0 211,0 4,8 71 13,2 17,9 73,0
20-30 6,0 0 64 26 5,0 207,0 5,8 8,3 9,5 15,3 62,0
Tabela 3 — Valores médios (n=5) de areia, silte e argila (g kg™') dos trés tratamentos.
Tratamento Areia Silte Argila
Cerrado 250 430 320
Cana Crua 280 340 380
Cana Queimada 212 308 480
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4.2 Delineamento experimental
O delineamento experimental empregado na coleta das amostras foi o
inteiramente casualisado. Os tratamentos estudados foram:
v" Cana Crua (10 anos de cultivo de cana (Saccharum sp. L.), 3 anos sem
queima da lavoura antes da colheita);
v" Cana Queimada (10 anos de cultivo de cana (Saccharum sp. L.) com queima
da lavoura antes da colheita);

v' Cerrado nativo (Pequeno fragmento contiguo as areas);

4.3 Coleta das amostras de solo para as andlises quimicas, fisicas e
bioldgicas.

Todas as coletas foram feitas no més de novembro de 2008. A
caracterizacao da fertilidade do solo foi feita em trés repeti¢cdes por tratamento,
abrindo-se trincheiras de 1m x 1m x 0,3 m no solo.

Para as demais quantificacbes foram coletadas amostras indeformadas,
com cinco repeticées. As amostragens foram realizadas na camada 0-10 cm do
perfil do solo, sendo estas coletadas na forma de mondlitos (aproximadamente
10 x 10 x 20 cm; A x L x C), para obtencdo das amostras compostas (5
repeticdes).

As amostras para a quantificacdo do N mineral do solo foram preparadas
e as extracdo com KCI realizadas no mesmo dia da coleta.

As andlises de diversidade bacteriana as amostras foram
cuidadosamente homogeneizadas em bandejas, para a montagem das

amostras compostas por cinco amostras simples. No entanto apenas trés foram
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utilizadas nas analises moleculares, pois os resultados preliminares mostra um
mesmo padrao entre as repeticbes de um mesmo tratamento.

Alguns autores reportaram a importancia da estratificagdo das amostras
para uma analise mais eficiente do DNA total (HOLBEN et al., 2003; MUMMEY;
STAHL, 2004; MUMMEY et al., 2006). Portanto, para uma melhor extragdo do
DNA total dos solos, os mesmos foram separados em classes de agregados,
por via seca, com auxilio de um agitador eletro-magnético (Bertel Industria
Metalurgica Ltda.) por 15 minutos na frequéncia numero 3, em: macro-
agregados grandes (4mm>x>2mm), macro-agregados (2mm<x<0,250mm) e
micro-agregados (0,250mm<x<0,053mm). As diferentes classes de agregados
foram colocadas em tubos de centrifuga de 50 ml e armazenadas em freezer
(-20 °C) até o momento da extragdo de DNA. Apds a extragdo, o DNA das trés
classes de agregados de um mesmo ponto foi misturado, compondo entdo o

pool de DNA total do solo de cada ponto.

4.4 Classificacéo pedoldgica e caracterizacao da fertilidade dos solos

A caracterizagdo pedologica dos tratamentos foi definida por
caracteristicas morfogenéticas seguindo o Sistema Brasileiro de Classificagéo
de Solos (EMBRAPA, 1999). Para caracterizacdo da fertilidade foram
amostradas sistematicamente as camadas 0-10; 10-20; 20-30 cm do perfil do
solo. Para cada uma das camadas, foram apresentados os valores médios de
atributos quimicos (pH, Al, Ca, Mg, Na, K, H+AIl, P, S, T, V). As determinagdes
foram realizadas de acordo com os métodos descritos por Camargo et al.

(1986).
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A densidade global (dg) do solo, empregada nos calculos dos estoques
de C e N total do solo, foi determinada em amostra indeformada, coletada
através de anel de ago inox (5 x 5 cm didametro e altura) para a camada 0-10cm
do solo. A granulometria foi avaliada apds dispersdo quimica, empregando-se 0
método do densimetro (EMBRAPA, 1997). Todas essas analises foram
realizadas nos laboratérios da Embrapa Solos (Rio de Janeiro, RJ).

A densidade de particula foi calculada de acordo com Linn e Doran,
(1984), pesando-se aproximadamente 30g de solo seco, colocando dentro de
um baldo volumétrico de 100 ml e pesando-o com o auxilio de uma balanca de
precisao, de acordo com a seguinte férmula:

DP = M1 (M3 + M1 - M2)"’ Equacao (1)

Onde: M1 = Massa de solo seco (g)
M2 = Massa do baldo com agua + solo (g)
M3 = Massa do baldo s6 com agua (g)

A porosidade do solo foi calculada de acordo com Kiehl (1979) por meio
da seguinte equacao:

P (%) = 100 (DP — DS) DP" Equacao (2)

Onde: P = Porosidade do solo (%)
DP = Densidade de particula (g cm™)
DS = Densidade do solo (g cm™)

E o espaco poroso preenchido por agua (EPPA) foi calculado de acordo
com Linn e Doran (1984) segundo a equacao:

EPPA % = 100 U(%) DS P(%) Equacao (3)

Onde: EPPA = Espago poroso preenchido por agua (%).
U = Umidade do solo (%)

DS = Densidade do solo (g cm™)
P = Porosidade do solo (%)
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4.5 Estabilidade estrutural dos agregados por via seca

A distribuicdo das classes de agregados foi realizada de acordo com o
Manual de Métodos de Analise de Solos (EMBRAPA, 1997). Para cada
tratamento, cinco repeticbes, em duplicatas, constituidas de 100g foram
utilizadas para o tamisamento. A amostra de solo foi colocado na parte superior
de um jogo de peneiras redondas com malhas aberturas de 2 mm, 1 mm,
0,5 mm, 0,25 mm e 0,125 mm. As peneiras foram fixadas em um agitador
eletro-magnético da (Bertel Industria Metalurgica Ltda.) e submetidas a
vibragao pelo tempo de 15 minutos no nivel 3 de vibragdo. Apds o tamisamento
as fracdes retidas em cada peneira foram colocadas em placas identificadas e
secas a estufa a 105°C pelo periodo de 48h. Apds o processo, cada placa foi

levada a balanca para a determinacdo do da massa seca.

4.6 Estado de agregacéo

O estado de agregacgao das amostras de solo foi avaliado pelo indice de
didmetro médio ponderado (DMP), didmetro médio geométrico (DMG)
(KEMPER; ROSENAU, 1986), e pelo indice de estabilidade de agregados
(IEA), (CASTRO FILHO; MUZZILI; PODANOSCHI, 1998).

DMP =5 (C x p) Equagao (4)
Onde: C é o centro das classes de agregados (mm)
P = a proporcao do peso de cada fragao de agregados em relagao ao total da
amostra.

DMG = 10% Equacao (5)

X=[) (plogd)/3 p] Equacao (6)

Onde: p = massa dos agregados retidos em determinada peneira (g);
d = didmetro médio de determinada faixa de tamanho do agregado (mm).
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IEA = 100(Ms — wp0,25 — Areia) / (Ms — Areia) Equacao(7)

Onde: Ms = massa seca (g) da amostra
wp0,25 = Massa (g) de agregados menores que 0,25 mm
Areia = Massa (g) de areia na amostra
4.7 Teores e caracterizacéo isotépicado C e N do solo

As analises para determinacdo dos teores de C e N total e variagao
isotopica °C/'?C e "N/™N do solo foram realizadas com o auxilio do um
analisador elementar acoplado a um espectrémetro de massa Carlo Erba/Delta
Plus, no Laboratério de Ecologia Isotépica (CENA-USP) em Piracicaba (SP).

Os resultados foram expressos na forma de §'°C (%0) em relacdo ao padrao

internacional PDB e §'°N (%o) em relagéo ao N atmosférico.

4.8 Estoques de carbono e nitrogénio do solo
Os estoques de C e N do solo foram calculados com os teores totais de
C e N e densidade do solo de acordo com a equacgéo (8).
E-dygxhx(CouN) Equacao (8)
Onde: E = estoque de carbono ou nitrogénio total do solo (Mg ha™)
dg = densidade global do solo
h = espessura da camada amostrada
(C ou N) = teor de carbono ou nitrogénio total do solo.
4.9 Teores de aménio e nitrato, e taxas liguidas de mineralizacdo e de
nitrificacdo do nitrogénio do solo
O nitrogénio mineral foi obtido por extragdo com KCI (2N) por 24h e
filtragem com filtros Watman 42, para o tempo 0 e apds 7 dias de incubagao

das amostras (NEILL et al., 1995). Ao filtrado foi adicionado 0,1 ml fenil acetato

de mercurio para conservar as amostras. No extrato, as concentragbes de
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aménio (NH;") e de nitrato (NO3") foram determinadas pelo sistema automatico
de injecdo de fluxo continuo (FIA) acoplado a um espectrofotdbmetro e a um
condutivimetro, respectivamente (RUZICKA; HANSEN, 1981). O NH," foi
quantificado colorimetricamente pelo método Solorzano e o NOj3 obtido por
condutivimetria na forma de NO", apds a redugao com um catalisador a base
de cadmio. A taxa liquida de mineralizagdo foi calculada pela diferenga entre
N-NH;* + N-NO3™ no final e no inicio da incubacéo (7 dias). A taxa liquida de
nitrificacdo equivale a concentracdo de NOj™ final menos a inicial nos tempos 0

e 7 dias.

4.10 Fluxos de gases do efeito estufa provenientes do solo

Foram coletadas, para as analises dos fluxos de gases, amostras com
uso de camaras estaticas (30 cm de diametro e aproximadamente 11 dm® de
volume). As camaras sdo compostas por duas partes feitas de PVC, uma base
que foi fixada no solo a aproximadamente 3 cm de profundidade e uma tampa
com dois orificios com tubos. Um orificio com valvula por onde foi efetuada a
amostragem dos gases, e o outro com tubo interno que possui a fungéo de
equalizar a pressdes interna da cadmara com o ambiente externo
(HUTCHINSON; MOSIER, 1981). Em cada um dos tratamentos foram
instaladas seis camaras com espagamento de aproximadamente 3 metros
conservando-se a cobertura do solo (residuos culturais). Nas areas de cana,
foram colocados 2 camaras sobre as linhas de plantio, duas nas entrelinhas (a
0,225 m) e duas na regido intermediaria da linha e entre linha (0,45 m). As
amostras de gases provenientes do solo foram coletadas em seringas de nylon

de 50 mL da marca BD, em intervalos de tempo pré-estabelecidos (01, 10, 20 e
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30 minutos). Antes de cada amostragem foi realizada a leitura da presséo
atmosférica e antes e depois de cada amostragem foi realizadas as
determinagdes das temperaturas do ar (externa e interna da camara) e do perfil
do solo (2,0; 5,0 e 10,0 cm) e também a analise da umidade do solo (0-10 cm).
O gas coletado foi transferido imediatamente para frascos de penicilina
vedados e previamente evacuados para armazenamento e analise posterior. O
tempo de armazenamento dos gases nos tubos foi testado previamente através
de experimento em laboratério, sendo definido o tempo de 18 dias.

O equipamento utilizado para as analises foi o cromatégrafo Shimadzu
GC-17A, com duas linhas de analise diferentes com as seguintes
configuragdes:

Analises de CH4 e CO.: volta de 1 mL da amostra, valvula de 12 portas,
gas de arraste Ny (fluxo 25ml min™), coluna de analise Porapak Q 2m e 1/8”,
temperatura de andlise 70°C, detector de ionizagdo de chama (FID) a 250°C e
metanizador (mantido a 380°C em forno externo) para a conversao do CO; em
CH, para a deteccéo pelo FID.

Analises de N;O: alga de 1ml da amostra,.valvula de 12 portas, gas de
arraste Ar / 5% CHy (fluxo valvula 3: 31ml min™, valvula 6: 41ml min™), coluna
de andlise Haysep Q 3m e 1/8”, temperatura de analise 70°C e. detector de
captura eletrénica (ECD) a 320°C.

A calibracdo do equipamento foi feita com padroes White-Martins

(Tabela 4).
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Tabela 4 — Concentragcdo dos padroes de metano, didéxido de carbono e 6xido
nitroso utilizados nas analises das concentracbes dos gases nas amostras,

(ppm)

Metano Di6xido de Carbono Oxido Nitroso
ppm
Padrao 1 1,1 302 0,090
Padrdo 2 54,5 2547 0,296
Padrao 3 152,8 6016 0,627
Padrdo 4 499,5 15090 1,034

Os fluxos dos gases foram calculados pela alteracdo linear da
concentragdo dos gases com o tempo de incubagdo no interior da camara. A

equacao (9) geral do calculo do fluxo dos gases pode ser definida como:

Fluxo = (A[gas] t”) x (n camara) x (MM) x (A™") x 107 Equacao (9)
(ncamara)=PVR' T Equacao (10)

Onde: (Fluxo = Fluxo do gas (mg m? dia™)

(Algas] t') = Variagdo da concentragdo do gas (em ppm) em funcdo do tempo de
intervalo das amostras (em dias).

(n cdmara) = numero de mols de gas presente na camara.

A = Area da camara (m?)

P = Pressao atmosférica (atm)

V = Volume da camara (L)

R= Constante universal dos gases 0,082.

T = Temperatura do interior da caAmara (Kelvin).

4.11 Ensaio de desnitrificac&o potencial

A medida do potencial de desnitrificagdo com amostras de solo dos trés
tratamentos foram realizados como descrito Smith e Tiedje (1978). Cinquenta
gramas de amostra de solo fresco foram incubados em frascos de vidro de
volumes conhecidos 1800 ml, hermeticamente fechados, acrescidos de solugéo
nutritiva de NOs™ (100 mg N kg™), dextrose (40 mg kg™) e clorafenicol (10 mg
kg"). A atmosfera de dentro do frasco foi substituida por nitrogénio puro e

adicionada de acetileno, em aproximadamente 10% do volume. Foram
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retiradas amostras de gas nos tempos 0, 30, 70 e 90 minutos. Os ensaios
foram feitos em duplicata para o tratamento cana crua e branco, e friplicata
para o tratamento Cerrado e cana queimada. A concentragdo do N20 nas
amostras foi quantificado por cromatografia gasosa, como no item anterior e os

calculos de acordo com a Equacao 9.

4.12 Analises moleculares microbianas

A extracao do DNA foi feita com a utilizacdo do kit de extracao de DNA
total do solo FastDNA® Spin kit for Soil (Bio 101, CA, EUA), com o auxilio do
equipamento FatPrep®, de acordo com as normas do equipamento.

Para a avaliacdo da diversidade de bactérias totais foi utilizado um par
de primers universal para Eubactéria que codifica para uma regido da
subunidade do operon de rDNA 16S. Ja para estudo dos grupos de bactérias
nitrificantes e desnitrificantes foram utilizados respectivamente iniciadores que
codificam para os genes funcionais nirkK e amoA (Tabela 5). Todas as analises
foram feitas em triplicata.

Um grampo rico em bases CG foi adicionado & extremidade de um
primer de cada par para melhorar o comportamento desnaturante dos

fragmentos amplificados (MYERS et al., 1985).
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Tabela 5 — Iniciadores utilizados no trabalho, com seus respectivos grupos alvo
e sequéncias

Grupo Alvo Primers Sequéncia (5'- 3") Referéncia

Eubactéria U968-GC 5- CGC CCG GGG CGC GCcc cca Zoetendal et.
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG al. (1998)
GAA CGC GAAGAACCTTAC-%
L1401 5 -GCG TGT GTACAAGACCC-3

Nitrificantes AmoA1F-Clamp 5- CGC CGC GCG GCG GGC GGG Nicolaisen
GCG GGG GCG GGG TTT CTA CTG and Ramsing

GTGGT -3 (2002)
AmoA-2R-TC 5 — CCC CTC GCA AAG CCT TCT TC -
3’
Denitrificantes F1aCu 5 -ATCATGGTSCTGCCGCG-3 Throbach et.
R3CuGC 5'- GGC GGC GCG CCG CCC GCC CCG al. (2004)

CCC CCG TCG CCC GCC TCG ATC
AGRTTGTGGTT -3

Em negrito o grampo rico em GC adicionado ao primer.

O produto de PCR para as Eubactérias foi obtido com uma desnaturagao
inicial do DNA a 94 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a55°C,2mina 72 °C e um ciclo de extensao final de 10 mina 72 °C.

O produto de PCR para as bactérias nitrificantes foi obtido com uma
desnaturacao inicial do DNA a 94 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 30 s a
94 °C, 1 min a 57 °C, 1 min a 72 °C e um ciclo de extensao final de 10 min a 72
°C.

O produto de PCR para as bactérias desnitrificantes foi obtido com uma
desnaturacao inicial do DNA a 94 °C por 3 min, seguido por 5 ciclos de 30 s a
94 °C, 1 mina 60 °C, 1 mina 72 °C; 30 ciclosde 30 sa 94 °C, 1 mina 62 °C, 1
min a 72 °C e um extensao final de 10 min a 72 °C.

Os fragmentos amplificados foram separados pela técnica de DGGE
(MUYZER et al., 1993), com a utilizacdo do equipamento Dcode™ Universal
Mutation Detection System (Bio-Raid, Richmond, EUA), em géis de
poliacrilamida (6%) preparados com a mistura de acrilamida/bisacrilamida na

proporgao 37.5:1 (m:m) em tampao TAE 1X (10 mM tris-acetato, 0,5 mM EDTA
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pH 8,0), com gradiente de 30 a 60% para Eubactérias, de 40 a 70% para
nitrificantes e de 55 a 70 para desnitrificantes.

Aproximadamente 30 pl do produto de PCR foi aplicado em cada slot do
gel. A eletroforese foi desenvolvida com 75V a 60°C por 16 horas. Apds a
corrida os géis foram corados com SybrGreen® (Molecular Probes, Oregon,

EUA) e escaneados com o escanner Storm® (GE Healthcare).

4.13 Anélises estatisticas dos dados

Todos os dados foram testados em relacdo a normalidade e
homocedasticidade. Quando essas condi¢des foram respeitadas foi executada
a analise de variancia seguida do teste de Tukey para diferenciacédo de médias
(ao nivel de 5% de probabilidade) nos casos de diferengas significativas. Os
dados que ndo cumpriram uma das duas condicdes acima, mesmo apos
transformacgdes, foram submetidos aos testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis
Anova & Median Test seguidos do teste Komolgorov-Smirnov dois a dois para
diferenciacdo de médias nos casos de diferengas significativas. Todos os
testes serdo foram com a utilizagcdo do programa STATISTICA 7 (StatSoft).

Para as analises das estruturas das comunidades microbianas e das
interagbes destas com os fatores abidticos foram feitas utilizadas analises
multivariadas com o auxilio PC-ORD statistical package V5 (MjM Software,
Gleneden Beach, OR).

Matrizes com as propriedades fisico-quimicas e microbiolégicas foram
montadas para a constru¢cao das ordenacdes. As matrizes das propriedades
fisico-quimicas foram feitas com os dados do solo (0-10 cm) em 3 repeti¢des, e

nao com as 5 repeti¢des, pelo fato de ter sido utilizado somente os dados das
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amostras que foram realizadas as analises moleculares. As matrizes das
comunidades bacterianas foram geradas utilizando o programa Bionumerics v
6.0 (Applied Maths) de acordo com as instrugdes do fabricante, transformando
os perfis de bandas em valores quantitativos.

As diversas matrizes foram ordenadas pela analise de escalonamento
multidimensional ndo métrico (NMS) (KRUSKAL, 1964; MATHER, 1976)
rodando com a distancia de matrizes de Sgrensen. O NMS foi feito usando
uma configuragdo iniciadora aleatéria, a os dados das matrizes foram
analisados utilizando 50 corridas com dados reais e comparado com o teste de
Monte Carlo, com cinquenta corridas de dados aleatérios. A solucdo do NMS
foi restringido a duas dimensdes, com o objetivo de simplificar as analises e
discusséo dos dados (critério de estabilidade = 0,00001; intera¢des para avaliar
estabilidade = 15 e numero maximo de interagcdes = 250). A estabilidade dos
padroes de ordenacdo em dimensdo reduzida foi construida plotando os
valores de stress pelo numeros de interacao.

Para avaliar a associagdo entre a matriz gerada com os dados das
propriedades fisico-quimicas e as matrizes de perfis de DGGE, foi utilizado o
teste de Mantel (DOUGLAS; ENDLER, 1982), que avalia a hip6tese de nao
existir relacédo entre duas distancias de matrizes

Todas as analises de Mantel foram rodadas usando a aproximagao

assintotica de Mantel e a disténcia de Sarensen (BRAY; CURTIS, 1957).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Propriedades fisicas do solo

Diferencas significativas entre as areas foram encontradas para
densidade, temperatura e espago poroso preenchido por agua (EPPA) (Tabela
6). No entanto, os valores de umidade foram estatisticamente iguais nos trés
tratamentos.
Tabela 6 — Densidade, temperatura média e umidade, espago poroso
preenchido por agua e porosidade do solo (0-10cm) nas trés areas estudadas.

Letras iguais na coluna representam diferengas n&o significativas entre os
tratamentos, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Tratamento Densidade Temperatura Umidade EPPA Porosidade
(g/cm?) (°C) (%)

Cerrado 0,96° 23,6° 29,22 41,8° 67,02

Cana Crua 1,252 25,3° 26,22 58,72 55,8°

Cana Queimada 1,312 29,12 27,62 64,92 55,7°

A pratica do cultivo provocou o aumento na densidade do solo nas areas
com cana, que apresentaram valores significativamente maiores que os
observados para a area com vegetacao nativa. O aumento na densidade dos
solos € um fendbmeno comumente observado quando um solo passa de uma
condicdo natural para uma condigdo de cultivo. A compactacdo do solo em
canaviais (com maior efeito naqueles manejos sob regime de uso da queima)
tem sido reportada por alguns autores (RESENDE et al., 2006, SILVA;
CABEDA; CARVALHO, 2006, PINHEIRO et al., 2007) e ocorre devido ao
colapso dos agregados do solo provocado durante o processo de revolvimento
do solo, utilizagdo de maquinario agricola e perda de matéria organica
(CASSEL; LAL, 1992; NEILL et al., 1998; SILVA; CABEDA; CARVALHO,

2006).
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A area de cana queimada apresentou elevagado significativa na
temperatura em relacado as demais areas. Isso ocorre, provavelmente, porque a
queima resulta na remocao das folhas e, portanto, diminuicdo dos residuos
culturais. O solo mais exposto sofre a incidéncia direta dos raios solares sob
sua superficie, provocando o aumento da temperatura na camada mais
superior (0-10 cm). Urquiaga (1991) reportou que um dos beneficios da
manutencao da palhada sobre o solo esta na atenuagao das altas temperaturas
no solo.

Nao foram detectadas diferengas nos teores de agua nas trés areas,
mas as areas com cana apresentaram valores superiores de EPPA, devido
principalmente a compactacdo do solo nas areas de cana em relacdo ao
Cerrado, o que produziu diminuicdo na porosidade do solo.

Em geral, a porosidade e umidade também estdo relacionadas com o
controle da temperatura. No entanto, como n&o ocorreram diferencas
significativas nos teores de agua das trés areas e a porosidade das areas de
cana sao estatisticamente iguais, o fator mais relevante na elevagcdo da
temperatura do solo na camada superficial da area de cana queimada foi a

remocao da palhada de cobertura do solo.

5.2 Teores e estoque de carbono e nitrogénio do solo

A area sob cana crua apresentou o menor teor de C e de N do solo,
sugerindo que o manejo de manutengdo da palhada sobre o solo reduz a
matéria organica do solo. Embora esse dado parega contraditério com o que a
literatura cita (RESENDE et al., 2007; PINHEIRO et al., 2007), outros autores

estudando diferentes culturas e distintos sistemas de manejo (GREEN et al.,
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2007), incluindo a cana-de-agucar (SILVA et al., 2007) reportam o tempo como
determinante para o retorno dos teores e estoques de C do solo. Este ultimo,
por exemplo, verificou que apenas apds 26 anos a fracdo intermediadora da
formagdo dos demais compartimentos da MOS, a fragcdo particulada, atingiu
patamares equivalentes a uma condigao mais antiga.

Acredita-se que na fase de transicdo de um manejo para o outro, a
incorporacgao recente de matéria organica, mais labil que aquela incorporada na
forma de cinzas e carvao em areas sob queima, possa ser rapidamente
aproveitada pela biota do solo e respirada, em detrimento da sua estabilizacao
em superficie. Outro indicativo de que a hipotese levantada € verdadeira reside
nos valores mais altos de 5°C e "®N encontrados nas parcelas de cana crua
(Tabela 7).

E sabido que quanto mais aberto é um sistema, ou mais dinAmico os
processos bioldgicos ocorrem, maior sera o fracionamento desses isotopos e
mais enriquecido ficara o solo (NATELHOFER; FRY, 1988, MARTINELLI et al.,
1999; BUSTAMANTE et al., 2006). O 5'°N das areas, especialmente para a
area de cana cura, estd mais enriquecido que do o observado por outros
autores (BUSTAMANTE et al., 2004, NARDOTO, 2005, COLETTA et al., 2009).
A fixagdo bioldgica do nitrogénio ocorre naturalmente tanto em éareas de
Cerrado (BUSTAMENTE et al., 2001) quanto em cana-de-agucar (SOARES et
al., 2009) e tendem a deixar o valor de 8'°N do solo préximos a zero. O alto
valor de 8'°N observado para todas as trés areas sugere que a participagédo do
nitrogénio advindo de fixag&o biolégica no total de N na camada superficial €
pequena, e que a ciclagem do N dentro do proprio sistema esta contribuindo

mais fortemente.
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A hipotese de que o C original e o recém incorporado estejam sendo
mais usado pela biota da area de cana crua que na area de cana queimada
também é levantada, ja que em areas de cana crua os valores de & tendem
para sinais indicadores de plantas de rota C,.

Outro fator que ndo pode ser descartado na manutengao do C na area
de cana queimada é o teor de argila da que se apresenta cerca de 100 g kg™
superior em relacdo as demais areas, 0 que permite maior interagdo e
estabilizacdo de subprodutos do metabolismo microbiano e substancias
himicas com a fragdo mineral do solo, diminuindo a decomposi¢cado da matéria
organica (BAYER; MIELZINCZUK, 2008).

Os valores de 3'°C da area de Cerrado e cana queimada s&o
semelhantes aos de Miranda et al. (1997) e Nardoto (2005), porém um pouco
mais enriquecida que as encontradas em outros Cerrados por Coletta et al.
(2009) e Roscoe et al. (2000; 2001).

Os teores de carbono sao semelhantes aos encontrados por Pinheiro et
al. (2007) em area de cana sob Cerrado. Entretanto, alguns estudos em
Cerrado reportaram teores mais elevados (ROSCOE et al., 2001, VARELA et
al. 2004, MARCHETTI, 2005, COSTA-JUNIOR, 2008) o que pode ser atribuido
a diferenca no contetido de argila nos solos (diferengas > 100 g kg™).

Tabela 7 - Valores de 8"°C e 5'N, teores de carbono e nitrogénio e relagéo
C/N nos trés tratamentos (0-10 cm, n=14). Letras iguais na coluna representam

diferengas nao significativas entre os tratamentos, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade

Tratamento d5C N C N C/IN
%o gkg™

Cerrado -22.8a 8,8b 12,5a 0,7a 17,9b

Cana Crua -20,9b 11,4a 6,7b 0,3b 22,3a

Cana Queimada -23,1a 8,3b 15,9a 0,9a 16,4b




75

Os teores de N sao semelhantes aos encontrado por Coletta et al.
(2009), porém menores que 0s observados por outros autores em outras areas
de Cerrado com maior proporgédo de argila (VARELA et al., 2004, SIQUEIRA
NETO, 2006, COSTA-JUNIOR, 2008).

A relagcdo C:N também apresentou diferencas estatisticas para a area
com cana crua, com elevagao significativa. Os valores da area de Cerrado
estdo dentro do intervalo encontrado nos trabalhos de Varela et al., (2004) e
Coletta et. al., (2009).

Houve diferenca significativa também, nos estoques de carbono e

nitrogénio nos trés tratamentos (Figura 8).
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Figura 8 — Estoques de carbono e nitrogénio (m x dp) do solo (0-10 cm, n=14)
nas areas estudadas. Letras iguais [maiusculas (carbono), minusculas
(nitrogénio)] nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade

E preciso cuidado ao analisar os dados de estoques de carbono e
nitrogénio, para que nao surja a idéia de que cultivar a cana no regime de

queima €& uma pratica que resulte no acumulo de carbono no solo. Estoques
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sao calculados baseando-se na densidade e no teor do elemento e o teor de
carbono e nitrogénio do Cerrado é estatisticamente igual ao presente na area
de cana queimada. No entanto, nas areas de cana ocorreu a compactacao do
solo na camada estudada. Como visto na Tabela 7, a densidade do solo no
Cerrado € menor que as demais, logo, o calculo de estoque na camada é feito
considerando uma massa de solo maior nas areas de cana que na area nativa.
Portanto, existe sim mais carbono estocado na camada 0 a 10 cm na area de
cana queimada, mas esse valor superior ndo é resultado de incorporacao de
carbono, e sim da compactacido da camada superior. Portanto, teoricamente, a
camada 0 a 10 cm é relativa a uma camada maior que seria de 0 a 10+x cm,
no qual esse x varia de acordo com o grau de compactagao do solo.

No caso da cana crua, que também apresenta um estoque menor de
carbono que a area de cana queimada, ocorreu um efeito diferente. Pois nesse
caso a diferenca ndo é resultado da compactacdo do solo, mas sim, da
reducéo no teor de carbono.

Como o estoque de C de uma area € dependente do teor de C e da
densidade do solo da camada amostrada, mas as praticas de manejo alteram a
densidade do solo (uso de maquinarios e pastejo, por exemplo), a equivaléncia
de massas entre areas sob comparagao tem sido sugerido por alguns autores
(VELDKAMP, 1994; NEILL et al., 1997). Desta forma, a apresentagdo dos
dados relativos aos estoques na Figura 9, refere-se a valores corrigidos para
uma mesma massa de solo.

Verifica-se entao que os estoques de carbono do Cerrado e da area de

Cana Queimada sado estatisticamente iguais, e que na area de Cana Crua
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houve perda significativa no estoque para a camada amostrada (0-10 cm)
(Figura 9).

25 -
20

15 - A
M Carbono

M Nitrogénio

Estoques (Mg.ha™)

a b

Cerrado Cana Crua Cana Queimada

Figura 9 — Estoques de carbono e nitrogénio (m £ dp) do solo (0-10 cm, n=14)
nas areas estudadas. Letras iguais [maiusculas (carbono), minusculas
(nitrogénio)] n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade

Os estoques de carbono e nitrogénio sao semelhantes aos observados
por Pinheiro et al. (2007) em area de cana e Cerrado, e inferiores aos
observados por Costa-Junior em area proxima de Cerrado (2008). A perda dos
estoques de carbono e nitrogénio € reflexo da diminuicdo dos teores desses

elementos na camada superficial do solo, como discutido anteriormente.

5.3 Distribuicéo das classes de agregados e indices de agregacao do solo
As areas estudadas apresentaram diferengas significativas na proporgéao
da massa dos agregados, obtida através separagao por via seca, em todas as

classes testadas, com excecgao da classe entre 1 e 0,5 mm (Figura 10).
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Figura 10 — Valores médios (n=15) da proporgéo dos agregados do solo (0-10

cm nas diversas classes. Letras iguais em uma mesma classe representam
diferengas nao significativas entre os tratamentos, pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade

No Cerrado e na area de Cana Queimada, cerca de 70% dos agregados
possuem diametro maior que 2 mm, esse valor cai para sessenta por cento na
area de cana crua. Estes valores estdo de acordo o observado em areas
proximoas por Costa-Junior (2007). A classe de diametro entre 2 e 1 mm
representa cerca de 20% dos agregados das areas de Cana Queimada e
Cerrado, e 30% dos agregados da area de Cana Crua.

De acordo com o resultado foi possivel verificar que a area de cana crua
apresentou um decréscimo na propor¢cao de agregados da classe de maior
tamanho, e aumento de agregados das classes de agregados de menor
tamanho, sugerindo que a quebra de agregados > 2 mm refletiu em todas as
classes, com excecgao da classe entre 1 e 0,5 mm. A classe de agregados de
didmetro entre 1 e 2 foi a que recebeu a maior parte dos agregados oriundos

da quebra da classe de agregados. Acredita-se que essa fato esteja

relacionado com a perda significativa do C observada nas areas de cana crua
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(Tabela 7). A ruptura dos agregados provoca uma relagao de causa efeito com
a perda da MOS. A diminuicdo da MOS induz uma menor estabilidade dos
agregados (Figura 12), que por conseguinte sofre mais quando ocorre a
colheita mecanicanizada da cana, resultando em colapso dos agregados. Ao
mesmo tempo, a quebra dos agregados expde a matéria organica e induz
maior perda de C do solo (SIX et al., 2002).

Silva, Cabeda e Carvalho (2006) nao encontraram diferengas
significativas entre as areas em estudo (cana-de-agucar em sequeiro, irrigado e
com uso de vinhaca e vegetagao natural) para os valores de DMP quando usou
o0 método de segregacgao por via seca, mas encontraram menores valores para
areas cultivadas com cana, quando por via umida, atribuindo esse achado aos
menores teores de C organico total do solo e da matéria organica particulada.
BARRETO et al. (2009), por sua vez e utilizando o método por via seca,
detectaram que as maiores diferengas entre os sistemas de manejo (direto vs
convencional) se deram para os maiores agregados (>2 mm).

Todos os trés indices (DMP, DMG e IEA) utilizados para medir o grau de
agregacao do solo refletiram as diferengas estatisticas da mesma forma
(Figuras 11 e 12). Em todos os trés indices, Cerrado e cana queimada
apresentaram valores sem diferengas significativas e a area com cana crua
apresentou valores significativamente menores, corroborando com o reportado
anteriomente para as alteragdes nas classes de agregados.

Os valores de DMP s&o menores que os observados (via umida) em

area proxima de cerrado, com alto teor de argila, por Costa-Junior (2007).
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Figura 11 — DMP e DMG (m % dp) do solo (0-10 cm, n=15) nas areas
estudadas. Letras iguais [maiusculas (DMP), minusculas (DMG)] nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Mas foram semelhantes aos encontrado por Souza, Marque Junior e
Pereira (2004), em areas de cana de agucar.

O DMP médio no Cerrado nativo foi um pouco maior que na area de
cana queimada, mas sem diferencas significativas. Contraditériamente ao
resultado obtido por Goes et al. (2006) e Centurion et al. (2007) que verificaram
efeito significativo da introdugdo da cana com manejo de queima na redugao
dos valores de DMP, porém, utilizando a metodologia via umida.

A diferenca entre a area de cana queimada e de cana crua mostra a
grande influéncia que a utilizacdo que as maquinas agricolas exercem sobre 0
solo. E confirmou a previsdo de Soares et al. (2009) quando preconizaram que
o0 aumento na utilizacdo de colheitadeiras mecanizadas em canaviais, devido a

colheita crua, pode agravar os problemas relacionados a compactagao do solo.
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Figura 12 — indice de estabilidade dos agregados (m * dp) do solo (0-10 cm,
n=15). Letras iguais representam diferencas nao significativas entre os
tratamentos, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

De uma forma geral as trés areas possuem um estado elevado de
agregacdo do solo, como pode ser visto pelo indice de estabilidade de
agregados, que foi superior a 93% em todos os tratamentos. Tal resultado
mostrou que a mineralogia do solo (rica em 6xido de Fe) também contribuiu

fortemente para a estabilidade dos agregados nesse ambiente (FERREIRA,

FERNANDES, CURI, 1999; TISDAL, OADES, 1982).

5.4 Teores de nitrogénio mineral e taxas liguidas de mineralizacédo e
nitrificacao

O uso da terra alterou quantitativa e qualitativamente a reserva de N
mineral nos tratamentos. Na area de Cerrado foi encontrada predominancia da
forma mineral aménio sobre nitrato no solo, no entanto, as areas manejadas
com cana-de-agucar apresentaram a forma nitrica como a mais abundante

(Figura 13). A maior quantidade de aménio no Cerrado e a inversdo da forma
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predominante em areas cultivadas ja foi observado por d’Andrea et al. (2002) e
Bustamante et al. (2006).

O Teor de amdnio sob solo com vegetagao nativa foi significativamente
superior ao sob area de Cana Queimada, mas similar ao observado sob area
de Cana Crua. Ja o teor de nitrato do Cerrado foi menor que o encontrado nos
tratamentos com cana, que ndo diferiram entre si. E possivel notar também, um
aumento geral no teor de nitrogénio mineral nas areas de cultivo, o que se
deve, provavelmente, a aplicacdo de fertilizantes nas areas. Os valores
encontrados sdo semelhantes aos observados por Varela et al. (2004) e

d'Andréa et al. (2004) em outras areas de Cerrado.
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Figura 13 — Teores de aménio e nitrato (mzdp) no solo (0-10 cm, n=15), nas
areas estudadas. Letras iguais [maiusculas (Amonio), minusculas (Nitrato)] néo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (5%).

Altas relacdes N-NH;":N-NOs™ podem ser frutos de processos distintos.

De um lado podem ser resultantes de mecanismos que inibem a nitrificagao,

como forma de manter maiores concentracbées de N mineral na regido das
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raizes. De outro, pode ser ocasionados por altas taxas de desnitrificacdo e/ou
lixiviagdo da forma nitrica do N (MEIER; THORBURN; PROBERT, 2006). No
caso desse estudo, o fator principal que interferiu na relagdo amodnio:nitrato
deve ter sido a taxa de desnitrificagdo do N, haja vista que as maiores taxas de
nitrificacdo foram mensuradas no Cerrado, que também apresentou
predomindncia de amoénio. Adicionalmente, as taxas de potencial de
desnitrificagdo quantificadas no Cerrado foram muito maiores que as
encontradas nas areas de cana, como sera visto mais adiante.

Foi possivel verificar o efeito da introdu¢ao do cultivo de cana sobre as
taxas liquidas de mineralizacdo e nitrificagdo do N do solo, ocorrendo uma
diminuic&o significativa em ambas as taxas nas areas cultivadas em relagdo ao
Cerrado (Tabela 8). Esse tipo de fenébmeno foi reportado apds eventos de
perturbagdo ou mudangas no uso do solo (NEILL et al., 1999; CASTALDI;
ARAGOSA, 2002; BUSTAMANTE et al., 2006).

Tabela 8 — Taxas liquidas de mineralizacdo e nitrificagcdo do solo (n=15)
obtidas com incubagdo de 7 dias, em pg g' TFSA.dia . Letras iguais

representam diferengas nao significativas entre os tratamentos (Kolmogorov-
Smirnov, 5%)

Tratamento Mineralizagao Nitrificagcao
mg kg’ TFSA.dia ™

Cerrado 2,62a 2,57 a

Cana Crua -416 b -246 b

Cana Queimada -0,52 b 0,39 b

Aparentemente, a queima ou manutengdo da palhada ndo modificaram
significativamente as areas, corroborando com Nardoto e Bustamante (2003),
que verificaram o mesmo padrédo de mineralizag&o e nitrificacdo em areas de

cerrado com e sem influéncia de queimada.



84

Bustamante et al. (2006) mostram que Cerrados, em geral, apresentam
taxas de nitrificacdo e mineralizacdo bastante baixas, principalmente em
fisionomias do tipo campo sujo. No entanto, os dados deste estudo indicam
taxas medianas a altas tanto de mineralizacdo quanto de nitrificacao,
compativeis com solos amazobnicos, tanto de florestas quanto de pastagens
(NEILL et al., 1999). Provavelmente para o Cerrado do tipo Cerradao, cuja
fisionomia apresenta alta densidade de arvores de maior porte, as taxas
médias sejam distintas de outras fisionomias do Cerrado e mais parecidas com
areas florestais. Porém, maiores estudos s&o necessarios para que isso seja

comprovado.

5.5 Taxas de desnitrificacdo potencial

A quantificagdo da desnitrificacdo potencial apresentou uma grande
diferenga entre o potencial da atividade enzimatica da area natural e as areas
com cana (Figura 14). No Cerrado a taxa de desnitrificagdo potencial foi muito
superior (2,58 ug g TFSA™.dia™") as areas cultivadas; que nao diferiram entre si
(Cana Crua e Cana Queima 0,09 e 0,12 uyg g TFSA™.dia™", respectivamente).

Os resultados sugerem que transformagao do Cerrado para uso agricola
e atualmente sob cana-de-agucar parece ter reduzido significativamente o
potencial de desnitrificacdo, o que poderia ser devido a uma supressao da
atividade microbiana especifica responsavel pelo processo de desnitrificacdo

(ver discussao posterior).
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Figura 14 — Taxas de desnitrificagdo potencial (m + dp) do solo (0-10 cm) sob
Cerrado (n=3), Cana Crua (n=2) e Cana Queimada (n=3), em experimento de
incubacdo no laboratorio. Letras iguais representam diferengas nao
significativas entre os tratamentos, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade

A principio, essa modificacdo se deu pelo histérico agricola de ocupagéao
da area e introdugao mais recente de cana-de-acucar, € nao em relagao ao seu
manejo, pois a area com cana crua apresentou valores estatisticamente iguais
aos da cana queimada. Isso corrobora com os dados de Castaldi e

Aragosa (2002), que nao observaram qualquer correlagao entre a incidéncia de

fogo e a atividade da enzimas desnitrificantes.

5.6 Fluxos de gases de efeito estufa provenientes do solo

Os fluxos de CO; e de N,O tiveram um comportamento relativamente
semelhante (Figuras 15A e 15B). Nao foi possivel verificar diferencas
estatisticas no fluxo desses gases entre as diferentes areas. No entanto, o
fluxo do metano sofreu alteragdes significativas com a introdugao do cultivo de

cana-de-agucar (Figura 15C).
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Nao foi possivel detectar qualquer influéncia da utilizagdo ou manejo da
terra sobre os fluxos de CO, ou N;O, pois os fluxos médios encontrados nas

areas foram estatisticamente iguais para todos os tratamentos.
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Figura 15 - Fluxo de C-CO; (A), de N-N,O (B) e de C-CH,4 (C), provenientes do
do solo. Médias (+ dp) dos tratamentos sob Cerrado (n=18), Cana Queimada
(n=18), e Cana Crua (n=12). Letras iguais representam diferencas nao
significativas (5% de probabilidade) entre os tratamentos pelo teste de Tukey
para o CO, e Kolmogorov-Smirnov para o CH4 e N,O
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Os dados de CO;, das areas de cana sob Cerrado entdo dentro da
variagdo normalmente encontrada em solos com cana ou Cerrado (La SCALA
JUNIOR; BOLONHESE, PEREIRA, 2006, PANOSO et al., 2008)

Os fluxos de N2O s&o baixos e estdo na faixa encontradas em savanas
ao longo do mundo (CASTALDI; ERMICE; STRUMIA, 2006). Os valores
encontrados demonstram que o 6xido nitroso, nesse bioma, contribui de forma
minoritaria para a intensificacdo do efeito estufa, mesmo quando levado em
conta o potencial de aquecimento global 296 vezes maior do N,O em relagéo
ao CO, (IIPC, 1997).

Embora no experimento em laboratério o Cerrado tivesse apresentado
um potencial de desnitrificagdo bem superior os observados nas areas de cana,
esse fato ndo ocorreu para as medidas dede 6xido nitroso diretamente do solo.
Isso mostra que a produgdo de 6xido nitroso no caso destas areas nao esta
sendo limitada pela atividade microbiana, mas por outros fatores. Nesse caso,
provavelmente devem ser os valores baixos de NO3; e WFPS encontrados no
Cerrado. O baixo teor de nitrato limita o processo de desnitrificagao por falta de
substrato, e o baixo valor de WFPS resulta em maior aeragdo do solo,
resultando, portando, em baixa atividade das enzimas desnitrificantes
(ROBERTSON, et al., 1999).

O fluxo de metano foi alterado de forma significativa com a mudanga do
uso do solo. No Cerrado foram observados valores médios de fluxo negativo, o
que evidéncia uma absorcao de CH,4 da atmosfera para o solo. Ja o solo sob
cana apresentou fluxos médios positivos, funcionando como uma fonte de CH4

do solo para atmosfera. Os valores obtidos, e o fenbmeno de inversdo no
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sentido do fluxo estdo de acordo com o observado por outros autores
(CASTALDI; ERMICE; STRUMIA, 2006), e provavelmente também esta
associado com o menor valor de EPPA encontrado no Cerrado, ja que em
condigcbes de aerobiose, a acdo de Archeas metanogénicas é inibida, e
estimula-se a acdo das metanotréfica (CASTALDI; ERMICE; STRUMIA, 2006).

Em todos os trés tratamentos os fluxos de CH4 e N2O s&o baixos e estdo
na faixa encontradas em savanas ao longo do mundo (CASTALDI; ERMICE;
STRUMIA, 2006). Os valores encontrados demonstram que o metano e éxido
nitroso, nesse bioma, contribuem de forma minoritaria para a intensificagao do
efeito estufa.

Com o objetivo de entender a dindmica espacial dos dentro das areas
cultivadas, os dados de fluxos foram separados por local de coleta dos gases,
considerando a distancia da cadmara em relagdo a linha de plantio. Os
resultados mostram uma emissdo espacialmente dependente do local de
insercao das camaras (Figuras 16A e 16B).

Nesse sentido, mais uma vez o CO,; e o N,O tiveram comportamentos
bastante semelhantes. Em ambos os casos, foi observado um fluxo
estatisticamente maior na regido de linha, em relagdo a entrelinha. Isso
evidéncia a ligagdo entre o fluxo desses gases e a regido rizosférica das
plantas. Sabe-se que nessa regido devido a maior atividade microbiana na &
muito maior devido aos exudatos das raizes, localizacdo da adubacdo e no

caso do CO, também deve ser citada a respiracido das raizes,
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Figura 16 - A - Fluxos de C-COg; B - Fluxos de N-N,O; C - Fluxos de C-CHyg,
nos tratamentos Cana Queimada (n=6 para cada posi¢cao) e Cana Crua (n=4
para cada posi¢cao). Médias dos fluxos (£ dp) na linha de plantio, a 0,225m da
linha e a 0,45m da linha (entre linha). Letras iguais [maiusculas (cana crua),
minusculas (cana queimada)] ndo diferem estatisticamente entre si (5% de
probabilidade) pelo teste de Tukey para o CO;, e Kolmogorov-Smirnov para o
CH4 e Nzo .
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Ja o CH4 (Figura 16C) ndo apresentou fluxos estatisticamente maiores
ou menores para as diferentes posi¢coes, ndo foi possivel ver um padréo para o
fluxo desse gas em relagdo a posicdo das cémaras, e os desvios obtidos
produziram diferengas n&o significativas. A auséncia de um padrdo
provavelmente ocorre porque nesse caso aparentemente ndo existe uma
ligacao intima do fluxo desse gas (atividade microbiana
metanogénica/metanotréfica) com a regido rizosférica das plantas. Seu fluxo
provavelmente esta sendo determinado por fatores ainda mais pontuais, que
variam de camara para camara, impedindo uma generalizagdo em relagao a
uma area tratamentos.

Para facilitar a comparacao da contribuicdo de cada gas na emissao de
gases de efeito estufa para a atmosfera, os fluxos de CHs e N,O foram
convertidos para fluxos de carbono equivalentes (Tabela 9), utilizando os
valores de referécia do poténcial de aquecimento global de 23 vezes para o

metano e 296 vezes para o 6xido nitroso (IPCC, 2001).

Tabela 9 — Fluxos médios de metano e 6xido nitroso convertidos em carbono
equivalente (C-eq) para os trés tratamentos. Letras iguais na coluna
representam diferengcas nao significativas de acordo com o teste de tukey, a
5% de probabilidade

Tratamento Metano Oxido Nitroso Total
C-equivalente (mg m* dia™")
Cerrado -11,8° 101,32 89,52
Cana Crua 3,78 48,52 52,22
Cana Queimada 5,92 27,82 33,78

A converséo auxilia na comparagao entre o fluxo dos dois gases e indica

que o oxido nitroso possui uma ordem de grandeza acima do metano, em
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termos de carbono equivalente. Os dados mostram que os fluxos de metano e
0 Oxido nitroso sdo muito baixos quando comparados aos fluxos de didxido de
carbono. Enquanto o primeiro e segundo apresentam fluxos totais médios de -1
e 60 mg m? dia' respectivamente, o terceiro apresenta fluxos de

380000 mg m?dia™.

5.7 Estrutura das comunidades de bactérias totais e de bactérias
nitrificantes e desnitrificantes.

Nos géis de DGGE, um grande numero de bandas foi gerado com a
utilizacdo de todos os trés primers, principalmente para o par de primers que
codifica para a regido do rDNA 16S (Figura 17A). Ja o entre os primers
funcionais, um maior numero de amplicons foi observado para o grupo de
bactérias desnitrificantes, em relagéo ao grupo de nitrificantes (Figuras 17B e
17C).

O maior numero de bandas observadas com a utilizacdo do primer que
codifica para o rDNA 16S ja era esperado, haja vista a grande diversidade de
DNA bacteriano em solos (TORSVIK; GOSKJYR; DAAE, 1990), e a auséncia
de bandas destacadas sugere que aparentemente a comunidade bacteriana é
equitativa, sem a dominéncia de nenhum grupo especifico em nenhum dos

tratamentos (SMALLA et al., 2001).
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Flgura 17 Gel de DGGE para 0s tratamentos Cerrado (CE) cana crua (CC) e cana
queimada (CQ) de: A - bactérias (RNA 16S) obtido com gradiente de desnaturante de
30 a 60% . B — bactérias nitrificantes (amoA) obtido com gradiente de desnaturante de
40 a 70%. C - bactérias desnitrificantes (nirK) obtido com gradiente de desnaturante
de 55 a 70%, com trés repeticbes para cada tratamento

A andlise da estrutura da comunidade bacteriana total, feita através dos
perfis de bandas do DGGE, mostra que microbiota bacteriana sofreu impacto
significativo tanto do uso (implantagdo da cana) quanto pelo manejo (queima)
do solo (Figura 18). A ordenagdo gerada por meio do NMS agrupa os
tratamentos em trés regides distintas e praticamente equidistantes sugerindo
que a comunidade bacteriana total se estruturou de trés formas diferentes, e
nao ha maior ou menor relagdo de similaridade entre duas comunidades em
relagdo a outra. A relativa proximidade entre as repeticdes mostra um padrao
de estrutura dentro de cada tratamento.

A separagdo em grupos provocada pela mudanga no uso do solo ja foi
descrito em outras cultivos por autores que utilizaram o DGGE em diversos
biomas (BOSSIO et al., 2004; ABOIM et al., 2008; XUE et al., 2008, BARRETO
et al., 2009) e até mesmo em solo de Cerrado (PEIXOTO et al., 2005; ZILLI,

2007), no entanto, até onde se tem conhecimento, € a primeira vez que um
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estudo tem como objetivo verificar os efeitos do cultivo e manejo de cana-de-

acgucar na comunidade bacteriana sob solo de Cerrado.
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Figura 18: Ordenacédo de NMS dos peéf?(slsd1e DGGE de bactérias totais (rDNA
16S) para os tratamentos Cerrado (CE, 1), Cana Crua (CC, 2) e Cana
Queimada (CQ, 3), nas trés repeticdes

O Eixo 2 consegue discriminar todas as trés areas, com maior forga a
area de cana crua da area de cerrado, enquanto o0 eixo 1 ndo separa essas
duas areas, mas as agrupa na mesma regido e as coloca distante da area de
cana queimada.

A anadlise da estrutura da comunidade nitrificante, por sua vez,
demonstra uma situacao distinta (Figura 19). Nesse caso, o agrupamento nao

se deu em trés grupos distintos e bem definidos, mas sim de forma mais difusa,

mostrando uma variabilidade maior (grande variagao entre os pontos de
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amostragem) da estrutura da comunidade de nitrificantes dentro de um mesmo

tratamento, que parece nao ter um padrao bastante definido.

AXis 2
o

CcC

Axis 1
Figura 19 —Ordenacao de NMS dos perfis de DGGE de bactérias nitrificantes

(amoA) para os tratamentos Cerrado (CE, 1), Cana Crua (CC, 2) e Cana
Queimada (CQ, 3), nas trés repeticdes

De uma forma geral, os pontos do Cerrado se agruparam no lado
esquerdo do eixo 1 da ordenagado, enquanto os pontos da cana queimada
reunem-se ao lado direito, e a area de cana crua na regido intermediaria. O
eixo 2 parece nao conseguir discriminar as areas. Isso sugere que a
comunidade microbiana nitrificante respondeu a mudanca no uso do solo, e
que a area com manejo de queima representa um fator de intensificagdo nessa
resposta, pois a estrutura da comunidade na area com queima € menos similar
em relagdo a area com vegetagao nativa do que a area sem queima.

A analise da estrutura da comunidade microbiana de desnitrificantes

(Figura 20) revelou padrdao de resposta mais semelhante a analise da
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comunidade de Eubacterias. No entanto, a comunidade de desnitrificantes
apresenta uma variacdo maior na estrutura da comunidade entre os pontos
amostrais, e agrupa a area de cana crua proxima ao Cerrado e separa de

forma bem clara a area com manejo de queima delas.

Axis 2

cc A
A

Axis 1
Figura 20 — Ordenacdo de NMS dos perfis de DGGE de bactérias

desnitrificantes (NirK) para os tratamentos Cerrado (CE, 1), Cana Crua (CC, 2)
e Cana Queimada (CQ, 3), nas trés repeticdes

O eixo 2 discrimina de forma mais ténue a area de cana crua da area de
Cerrado sem, contudo, discrimina-las da area de cana queimada, ja o eixo 1
discrimina de foram marcante a area de cana queimada das demais.

A segregacdo sugere que para a comunidade de desnitrificantes a
pratica da queima produziu condigcdes que funcionam como fatores de alta

segregacao da comunidade, de modo que esse elemento se torna mais forte

gue a mudanga na cobertura vegetal da area.
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5.8 Relacdo das alteracbes nas comunidades microbianas com o0s
diversos atributos do solo.

Para entender que atributos estdo envolvidos com a mudanca da
comunidade microbiana foi rodada uma analise de NMS com a matriz
quantitativa obtida com o perfil do DGGE e com uma matriz construida com
todos os atributos fisico-quimicos apresentados nesse trabalho (33 atributos). A
Figura 21 a seguir apresenta a ordenagao de todos os atributos que tiveram
uma correlagdo altamente significativa (p<0,01) com a mudanga na estrutura

da comunidade de Eubactérias.

CE

A

Axis 2

® CH4

Axis 1

Figura 21: Ordenacdo de NMS dos perfis de DGGE de bactérias totais (rDNA
16S) e diferentes atributos do solo (0-10 cm) para os tratamentos Cerrado (CE,
1), Cana Crua (CC, 2) e Cana Queimada (CQ, 3), nas trés repeticbes
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Pela analise dos dados, pode ser verificado que diversos fatores estao
relacionados com a mudanca na estrutura da comunidade total. As alteracbes
da estrutura da comunidade bacteriana na area de Cerrado parecem estar
associadas ao alto teor de fosforo (P) e magnésio (MG) encontrado na area,
assim como a alta taxa de desnitrificacdo potencial, salientando o papel
fundamental da comunidade microbiana no processo de desnitrificacao.
Embora parecam dicotdmicos os dados de fertilidade para uma area nativa de
Cerrado, manchas de basalto no Bioma podem dar origem a solos eutroficos,
ricos inclusive em P (BARBOSA, 2006).

Os principais fatores que estao envolvidos na diferenciagao da estrutura
da comunidade bacteriana total da area de cana queimada das demais areas,
foram a elevagao da temperatura (Temp) associada ao decréscimo no valor de
soma de bases (S), o grau de saturagdo de bases (V), calcio (Ca) e a
capacidade de troca catidnica (T) nessa area. Os dados ainda sugeriram que
essas mudancas podem estar relacionadas com a diminuicdo dos fluxos
meédios de N,O e principalmente de CO..

Ja na area de cana crua os fatores mais relacionados foram a
diminuicdo dos teores de carbono (Teor C), de nitrogénio (Teor N) e da quebra
das classes de agregados maiores, evidenciada pela redugdo nos indices de
agregacao do solo (DMP, DMG e |IEA). Os maiores valores de &'°N observados
na area de cana crua também parecem estar relacionados com a mudancga na
comunidade microbiana, que provavelmente alterou a ciclagem do nutriente
nessa area, conforme discutido anteriormente.

De uma forma geral, os fluxos médios dos trés gases estdo relacionados

com estrutura da comunidade geral, as correlagdes sugerem maior relagdo dos
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fluxos de CH4 e CO, com a estrutura da comunidade bacteriana presente na
area de Cerrado, enquanto os fluxos de N,O estdo mais relacionados com a
estrutura da comunidade bacteriana da area de cana crua.

Os dados estdo de acordo com verificados por Aboim et al. (2008), que
verificaram influéncia principalmente do T, S, V, Ca, K, e teor de carbono
organico, assim como do teor de argila e dos indices de estabilidade de
agregados como fatores envolvidos na segregagdo da comunidade microbiana
de areas agricolas para areas de Mata Atlantica nativas em Bom Jardim (RJ).

A mesma analise de NMS discutida anteriormente foi rodada com a
matriz com a matriz quantitativa obtida com o perfil do DGGE das nitrificantes
(Figura 22). Neste caso um numero menor de fatores foi correlacionado com as
modificagcdes observadas. Aparentemente, o unico fator que influenciou mais
fortemente o grupo de nitrificantes da area com cana crua, foi o maior valor da
relagdo C:N, principalmente no caso do ponto amostral que ficou mais isolado.
Se esse ponto for encarado como um fora da regra, nota-se que as variaveis
usadas parecem nao segregar de forma expressiva a cana crua, embora esse

tratamento permanecesse entre as duas outras areas (cana crua e Cerrado).
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Figura 22 - Ordenacdo de NMS dos perfis de DGGE de bactérias nitrificantes
(amoA) e diferentes atributos do solo (0-10 cm) para os tratamentos Cerrado
(CE), Cana Crua (CC) e Cana Queimada (CQ), nas trés repeticdes

Ja a clara distingdo entre a comunidade bacteriana presente na area de
Cerrado e na area de cana queimada parece estar relacionada com o alto teor
de magnésio e baixo valor de espago poroso preenchido por agua (EPPA) e
teor de argila no Cerrado, associado a alta temperatura e baixos valores de
soma de bases, capacidade de troca catidnica, célcio e grau de saturacdo de
bases na area de cana queimada. Os fluxos médios de CO, e CH, também
estdo correlacionados com as transformagdes sofridas na estrutura de
nitrificantes. Como o nitrogénio & fundamental na dindmica da matéria
organica, as bactérias associadas ao ciclo do N possuem forte influéncia

respiragdo da matéria organica, e portanto, nos fluxos de CO, e CHas.
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Assim como na comunidade de nitrificantes, aparentemente nenhum dos
fatores testados possui forte correlacdo com a modificagdo observada na

estrutura de desnitrificantes da area de cana crua (Figura 23).

A Desn Pot

Axis 2

Temp

CH4

CC

° n
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Figura 23: Ordenacdo de NMS dos perfis de DGGE de bactérias

desnitrificantes (nirK) e diferentes atributos do solo (0-10 cm) para os

tratamentos Cerrado (CE), Cana Crua (CC) e Cana Queimada (CQ), nas trés

repeticoes

Na area de cana queimada, os fatores principais envolvidos no processo
foram os mesmos discutidos anteriormente, com a inclusdo do teor de areia,
cujo baixo valor parece estar envolvido na modificacdo da estrutura da
comunidade. Isso provavelmente deve estar relacionado com a oxigenagao do
solo (fator importante no processo de desnitrificacdo) que tenderam a ser
menor em areas com baixo teor de areia (ROBERTSON; BLEDSOE;
COLEMAN, 1999). A comunidade de nitrificantes presentes no Cerrado

também parece estar sofrendo forte influéncia da granulometria da area, pois
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tanto o teor de silte quanto o teor de argila estdo correlacionados com a
mudanga nessa comunidade, além do alto valor de magnésio e baixo valor de
espaco poroso preenchido por agua.

O valor mais alto do potencial de desnitrificagdo encontrado no Cerrado
foi altamente correlacionado com a estrutura da comunidade bacteriana
desnitrificante, como ja era esperado.

Curiosamente, as mudancas nas taxas liquidas de mineralizacdo e
nitrificagdo ndo correlacionaram significativamente com as transformacdes das
comunidades de nitrificantes e desnitrificantes. Provavelmente porque o padrao
de modificagdes das taxas ndo seguiu 0 mesmo das comunidades. As taxas
liquidas apresentaram diferengas significativas apenas da area de Cerrado em
comparagao as demais areas, que nao diferiram entre si, ja a estrutura das
comunidades microbianas separou bem as areas de cana crua e queimada.
Sugerindo que outros fatores, que ndo a estrutura da microbiota especifica
(teores de N, pH, entre outros), estdo controlando mais fortemente esses
processos.

A mesma analise apresentada anteriormente nas Figuras 18, 19 e 20,
que foi feita com a matriz obtida através do perfil de bandas do DGGE foi feita
com os atributos fisico-quimicos do solo, nas trés repeticbes utilizadas nas

analises de NMS (Figura 24).



102

CE
A
DesnPot
+
p
+
Amonio
Mg
Na G
+ H +
N20 .
N + -Y-r Silte
» | cc £ ﬁﬁ%«ie
é A ! Teor C
:Eiﬂ%ﬂa + Teor N
+
Nitrato
cQ
A

Axis 1

Figura 25: Ordenacdo de NMS de todos os 33 atributos testados para os
tratamentos Cerrado (CE), Cana Crua (CC) e Cana Queimada (CQ), com trés
repeticdes para cada tratamento

O resultado da analise separou as trés areas em pontos bem distintos, e
plotou as trés repeticdes de cada tratamento em lugares exatamente iguais.
Portanto, a analise do conjunto de dados classificou as areas como trés areas
bem distintas na camada superficial (0-10cm), mostrando que apesar de duas
areas possuirem a mesma cobertura vegetal, o manejo diferencial as torna
bem distintas.

Além disso, a plotagem das repeticdes nos mesmos pontos indicou que
mesmo com a variacdo encontrada naturalmente nas repeticdes, nos diferentes
parametros, a analise conjunta dos dados mostra grande homogeneidade nos

parametros fisico-quimicos dentro de cada area.
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A maioria dos parametros analisados se encontra no meio na
ordenacdo, e poucos parametros se aproximaram mais de uma area em
especifico, como é o caso, por exemplo, da desnitrificagcdo potencial que é
muito mais evidente no Cerrado, ou os teores de sédio, nitrato e potassio, que
sao mais proximos da area com cana crua. Isso mostra que a maioria dos
atributos estudados sao relativamente semelhantes para todas as areas, e que
separagao € provocada pela acdo de apenas alguns deles, ou pela somatéria
de pequenas variagbes em conjunto.

A mesma segregacao basica, em trés areas distintas e equidistantes
encontrada na ordenacao dos atributos fisico-quimicos foi verificada na
ordenagédo da comunidade bacteriana total. Isso sugere que o fator direcional
da segregagdo da comunidade bacteriana esta justamente no conjunto dos
parametros.

Fica evidente que esse comportamento explica a mudanga na estrutura
da comunidade bacteriana como um todo, no entanto, ao se tratar de grupos
especificos, o conjunto de fatores nao justificou totalmente as modificacdes ja
que agrupou as comunidades de formas diferentes e difusas. Se os atributos
fisico-quimicos do solo fossem os unicos a dirigir o processo de estruturagao
de uma comunidade bacteriana, era esperado que todas as repeticoes se
agrupassem bem proximamente, assim como ocorreu com os fatores fisico-
quimicos.

A hipotese mais provavel, entdo, € que existe um fator bioldgico
envolvido, principalmente no que diz respeito as interagdes de diferentes
grupos bacterianos. A Tabela 10 a seguir tras os dados de correlagdo entre

diferentes matrizes, e da suporte a essa teoria.
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Tabela 10 - Teste padronizado de Mantel (r) das relagdes entre as diferentes
matrizes geradas, tanto atraves dos perfis de DGGE quanto dos atributos do
solo

16S Nitrificantes  Desnitrificantes  Atributos do solo
16S 1 0,57*** 0,68**** 0,64***
Nitrificantes 1 0,70%*** 0,45**
Desnitrificantes 1 0,63***

**xkn<(0.0001 ***p<0.001; **p<0.01;

Como pode ser observada, a correlagdo das comunidades com os
atributos do solo é altamente significativa, principalmente para as comunidades
totais e desnitrificantes. Contudo, uma correlagdo também altamente
significativa foi verificada entre uma comunidade bacteriana e outra. As
correlagcbes das comunidades de nitrificantes e desnitrificantes com a
comunidade total eram esperadas, haja vista que elas sdo uma parte da
comunidade total, logo, mudangas em uma tendem a afetar a outra. No
entanto, os dados mostram que o maior valor de correlagdo encontrado foi da
comunidade de desnitrificantes com a de nitrificantes (r=0,7). Essa correlagéo
foi maior do que qualquer outro fator, sugerindo a grande interdependéncia que
os diferentes grupos de bactérias do ciclo do N possuem entre si, além ser o
provavel motivo para as variagdes encontradas entre os pontos de amostragem

de uma mesma area.

Esse estudo trouxe informagdes do quadro geral de como a utilizagéo do
cerrado para fins agricolas, e mais recentemente para o cultivo de cana-de-
acgucar, refletiu nos diferentes atributos do solo. Ainda mais importante, de
como essas alteragdes se inter-relacionam, e qual o papel da microbiota como

mediadoras das transformacdes, sendo causa/consequéncia da ciclagem e
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dindmica de nutrientes no bioma. Contudo, os dados sdo baseados em apenas
uma época amostral, inviabilizando inferéncias sobre dindmica ao longo do
ano. Dessa forma, estudos compreendendo varias épocas do ano e
contemplando com um maior numero de areas sdo 0s caminhos necessarios

para o aprofundamento da pesquisa e maior entendimento de todo o processo.
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6 CONCLUSOES

v'A utilizacdo do Cerrado para agricultura provocou alteragdes significativas em
diversos fatores fisico-quimicos do solo. Os cultivos de cana-de-agucar de
manejos com queima e sem queima provocaram modificacbes distintas,
resultando em areas com caracteristicas bem diferentes entre si.

v As areas nao apresentaram diferencas significativas nas emissdes de dioxido
de carbono e o6xido nitroso em nivel de tratamento, mas foram verificadas
diferencgas significativas em escala espacial em relagao a linha de plantio nas
areas com cana, devido a influéncia positiva da regiao rizosférica.

v Os fluxos de CH4 e N>O foram muito baixos nas areas de Cerrado e cana
estudadas;

v' A técnica de DGGE foi eficiente na deteccdo de modificagbes da estrutura de
bactérias totais, nitrificantes e desnitrificantes, e mostrou forte influéncia do
uso e manejo do solo nessas comunidades.

v'As comunidades de bactérias totais e funcionais responderam de formas
diferentes as mudangas no solo. A comunidade bacteriana total segregou-se
em trés grupos bem distintos. A comunidade de nitrificantes mostrou uma
diferenca mais forte do Cerrado com a area de cana queimada, e uma
estrutura intermediaria na area de cana queimada. Ja a comunidade de
desnitrificantes mostrou maior semelhanga do Cerrado com a area de cana
crua, e ambas bem distantes da area de cana queimada.

v’ Os fatores fisico-quimicos em conjunto, especialmente aqueles relacionados a
agregacao do solo, mineralogia, fertilidade e temperatura direcionaram as

mudancas na estrutura da comunidade bacteriana total do solo.
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v'As mudancas na estrutura dos grupos especificas de bactérias nitrificantes e
desnitrificante, contudo, ndo foram explicadas somente pelo padrdao de
mudancgas fisico-quimicas. Os dados mostraram forte correlacdo de uma
comunidade com a outra, sendo, portanto, o fator biolégico de inter-relagées
muito importante na estruturacido dessas comunidades.

v Os fluxos dos gases provenientes do solo, o potencial de desnitrificagdo e a
ciclagem de C e N de uma forma geral, correlacionaram com as mudangas
nas comunidades de bactérias totais e/ou funcionais de nitrificantes e
desnitrificantes, mostrando influéncia da microbiota nesses fatores. No
entanto as taxas liquidas de mineralizagao e nitrificacdo do N do solo nao
correlacionaram, sugerindo maior influéncia de outros fatores.

v Estudos mais abrangentes que compreendam diversas areas e eventos de
amostragem ao longo do ano sdo necessarios para um entendimento ainda
mais completo da dindmica biogeoquimica do solo de Cerrado sob cultivo de

cana.
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