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RESUMO

LIMA, A. B. Influéncia da cobertura vegetal nas comunidades bacterianas em Terra
Preta de Indio na Amazénia Central brasileira. 2012. 116 f. Tese (Doutorado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2012.

As Terras Pretas de indio (TPIs) na Amazonia Brasileira sdo altamente férteis e o seu
conteldo quimico parece ndo exaurir mesmo em condi¢des de floresta tropical. Por essa
razdo, sao frequentemente procuradas pelas populacées locais para o cultivo de subsisténcia.
A importancia das comunidades microbianas tem aumentado o interesse em compreender a
relacdo entre o uso da terra, as comunidades de plantas, 0s micro-organismos e 0S processos
do ecossistema. Portanto, o objetivo principal desta pesquisa foi investigar as comunidades
bacterianas sob a influéncia da cobertura vegetal em sistemas de uso da terra (floresta
secundéria e plantio de mandioca) e na rizosfera de plantas leguminonas nativas em
comunidades bacterianas nas TPIs. Além disso, investigou-se também as bactérias
desnitrificantes nesses solos. A area de estudo estd localizada na Estagdo Experimental do
Caldeirdo, pertencente a Embrapa Amazonia Ocidental, no municipio de Iranduba-AM. A
funcionalidade da comunidade bacteriana foi determinada pela Analise de Perfil Fisiologico
da Comunidade Microbiana (CLPP), a estrutura da comunidade bacteriana foi acessada por
Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restricdo Terminal (T-RFLP), a composicao e
distribuicdo das comunidades bacterianas foram determinadas por sequenciamento em larga
escala (pirosequenciamento), e para quantificar as bactérias desnitrificantes foi utilizada a
técnica de PCR quantitativa (qPCR). Os estudos foram realizados no laboratério de Biologia
Celular e Molecular (CENA / USP) e no departamento de Biogeoquimica (Max Planck
Institute for Terrestrial Microbiology). A analise de T-RFLP mostrou que o uso da terra e a
sazonalidade afetaram as comunidades bacterianas nas TPIs, e mostrou também um claro
efeito da rizosfera nas comunidades bacterianas. CLPP demonstrou que a atividade funcional
da TPI ndo foi afetada pela sazonalidade. Além disso, a tecnologia de pirosequenciamento foi
uma ferramenta importante para diferenciar filotipos raros. Diferencas distintas de alguns filos
bacterianos da rizosfera foram observadas, indicando que a zona da raiz contribui para moldar
essas comunidades. A abundancia relativa do gene nirK néo foi afetada pelo uso da terra nos
dois tipos de solos. AlteracGes na estrutura das comunidades dos genes nirK e nosZ foram
observadas em ambos os tipos de solos. As comunidades desnitrificantes na TPl pareceram
ser mais influenciadas pelo uso da terra do que pela sazonalidade, e o solo adjacente foi mais
influenciado pelas variagOes de sazonalidade.

Palavras-chave: Terra Preta de indio. Rizosfera. Bactéria. Desnitrificantes. CLPP.
T-RFLP. gPCR. Pirosequenciamento.






ABSTRACT

LIMA, A. B. Effects of vegetation cover on bacterial communities of Amazonian Dark
Earth in Central Brazilian Amazon. 2012. 116 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2012.

Amazonian Dark Earths (ADESs) in the Brazilian Amazon are highly fertile and its chemical
content seems not to get depleted even under tropical humid conditions. For this reason, these
soils are frequently searched by local population for subsistence farming. The importance of
microbial communities has grown the interest in understanding the relationship between land
use, plant communities, microorganisms, and ecosystem processes. Therefore, the main
objective of this research was to investigate the effect of vegetation cover in land use systems
(secondary forest and cassava plantation) and rhizosphere of native leguminous plants on
bacterial communities of ADEs. Furthermore, it was also aimed to investigate denitrifying
bacteria in these soils. The study area is located at the Experimental Station of Caldeiréo,
belonging to Embrapa Amazoénia Ocidental, Iranduba, AM. The bacterial community function
was determined by Community Level Physiological Profile (CLPP), the bacterial community
structure was assessed by Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP),
the bacterial community composition and distribution by high-throughput sequencing
(pyrosequencing), and the quantification of denitrifier bacteria by Quantitative PCR (qPCR).
The studies were performed in the Laboratory of Cell and Molecular Biology (CENA/USP)
and the Deparment of Biogeochemistry (Max Planck Institute for Terrestrial Microbiology).
T-RFLP analysis showed that land use and seasonality affected bacterial communities in
ADE, and also showed a clear rhizosphere effect on bacterial communities. CLPP have shown
that ADE functional activity was not affected by seasonality. Furthermore, pyrosequencing
technology was an important tool to differentiate rare phylotypes. Distinct differences of some
rhizosphere bacterial phyla were also observed, indicating that the root zone contributed to
shape these communities. The relative abundance of nirK gene was not affected by land use in
both studied soils. Alterations in the community structure of nirK and nosZ genes were
observed for both soils. ADE denitrifying communities seemed to be more affected by land
use than seasonality, and the adjacent soil was more influenced by seasonal variations.

Key-words: Amazonian Dark Earth. Rhizosphere. Bacteria. Denitrifiers. CLPP.
T-RFLP. gPCR. Pyrosequencing.
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1 Introducéo

1.1 Terra Preta de indio

A floresta tropical densa de terra firme, que cobre a maior parte da regido amazonica, se
situa predominantemente sobre solos de baixa fertilidade quimica natural, e deve sua
sobrevivéncia e produtividade a sua alta diversidade vegetal, composta por espécies nativas
adaptadas as condigdes climéticas e nutricionais do solo. Essas espécies dependem de uma
eficiente reciclagem da matéria organica produzida pela propria floresta (JORDAN, 1985). A
reciclagem da matéria organica depende fortemente da atividade bioldgica que, em condigdes

naturais na floresta, é muito favorecida pela temperatura e umidade apropriadas da regido.

Nesta mesma regido existem &reas de solos afetadas consideravelmente pelo homem
pré-historico com altos teores de P, Ca, Mg, Zn e Mn e com teor elevado de matéria organica
estavel (KERN, 1988; KERN; KAMPF, 1989; KERN, 1996; COSTA; KERN, 1999). Tais
solos antropogénicos sdo conhecidos como Terra Preta de indio (TPI), Terra Preta
Arqueoldgica ou Terra Preta (KERN; KAMPF, 1989). Aparentemente, as TPIs formam
microecossistemas préprios que ndo se esgotam rapidamente, mesmo nas condi¢des tropicais

em que estdo expostos ou sob uso agricola.

Essas areas de solos altamente férteis formadas no passado parecem ndo exaurir seu
contetdo quimico mesmo em condicGes de floresta tropical, 0 que contrasta com a maioria
dos solos encontrados nesta regido. Por essa razdo, sdo frequentemente procurados pelas
populacdes locais para o cultivo de subsisténcia como mandioca, milho, banana, mamao,
entre outros. Fator que dificulta sensivelmente o estudo da formacdo da TPI. Além disso,
ainda se desconhece as técnicas utilizadas pelo homem pré-histérico na transformacdo de

solos pouco férteis em solos altamente produtivos.

Dados sobre alteracdes da diversidade genética e/ou metabdlica dos micro-organismos
em TPl sdo escassos, mas poderiam ser Uteis para avaliar o impacto causado pela acao
antropica nestes ecossistemas peculiares. Tanto analises de tamanho e atividade quanto de
estrutura das comunidades microbianas podem contribuir significativamente para a geracao de

indices de qualidade bioldgica de solos.
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1.2 O nitrogénio no solo

Os ciclos biogeoquimicos, em particular o ciclo do N, estdo intimamente ligados a
produtividade florestal e agricola. Na regido amazonica existe a tendéncia natural dos
ecossistemas de perder N via solucdo do solo, devido ao intenso mecanismo de lixiviagéo,
drenagem e os rapidos mecanismos de decomposi¢cdo (SANTOS; RIBEIRO, 1975). Em
florestas, onde a disponibilidade de N é alta, mudancas sazonais de umidade do solo resultam
em maiores perdas de N,O durante a estacdo chuvosa, enquanto na estacdo seca, 0S maiores
fluxos sdo de NO (GARCIA-MONTIEL et al., 2001).

Os micro-organismos sdo responsaveis por diferentes reacdes envolvidas no ciclo do
nitrogéncio, como a fixagdo do N, a nitrificacdo e a desnitrificacdo. A microbiologia do solo
possui um papel fundamental na funcdo dos ecossistemas; em maior parte dos ecossistemas
terrestres o N limita o crescimento da planta, e, portanto a producdo liquida primaria
(capacidade produtiva do ecossistema) pode ser regulada pelas taxas de transformacdo do N
produzidas pelos micro-organismos do solo em formas utilizaveis pela planta. No entanto,
diversas formas de N sdo poluentes, deste modo as transformacgdes de N pelos micro-
organismos do solo também podem afetar a salde humana e do ambiente. O melhor
entendimento da transformacdo do N e dos micro-organismos do solo participantes nesse
processo € essencial para 0 manejo e produtividade do ecossistema (ROBERTSON;
GROFFMAN, 2007).

As bactérias transformadoras da matéria organica sdo de extrema importancia para 0s
processos de nitrificacdo (a conversdo de amoénio a nitrato por micro-organismos
quimiolitotréficos ou quimiorganotréficos). Neste processo, ocorre a liberagdo de H* para o
meio, sendo esta a fase acidificante do processo de decomposi¢cdo da matéria organica
(LUCHESE; FAVERO; LENZI, 2001). A calagem (estimula a nitrificagdo em solos acidos) e
a aplicacdo de fertilizantes (a aplicagéo de quantidades elevadas de fertilizantes amoniacais
inibe a segunda fase da nitrificacdo) podem interferir na nitrificagdo em solos (VICTORIA;
PICCOLO; VARGAS, 1992). Portanto, a identificacdo dos fatores ambientais que
influenciam a nitrificacdo e a composicdo de bactérias nitrificantes sdo essenciais para

compreender o ciclo do N e os impactos de atividades humanas.
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Além disso, a desnitrificacdo (processo pelo qual o nitrato é reduzido a formas gasosas)
é também um importante processo do ciclo do N, o qual influencia a fertilidade do solo e da
agua e a quimica da atmosfera (KNOWLES, 1982; ZUMFT, 1992). Alem de causar perda do
N disponivel para a cultura, o processo de desnitrificacdo € um potencial contaminante do
ambiente, visto que o N,O (importante produto intermediario do processo) € um dos gases
envolvidos na destruicdo da camada de ozénio (CRUTZEN, 1981). A desnitrificacdo e a
nitrificacdo séo processos bioldgicos envolvidos nas emissdes de N,O em solos agricolas; no
entanto, a desnitrificacdo tem sido considerada como o processo dominante na emisséo de
N,O em solos agricolas (AULAKH; RENNIE; PAUL, 1984; MATHIEU et al., 2006).

As bactérias desnitrificantes sdo bem distribuidas no ambiente do solo e pertencem a
diversos géneros (BRAKER; TIEDJE, 2003). Desde 1998, varios estudos tém apresentado o
uso dos genes nirK e nirS como marcadores moleculares de bactérias desnitrificantes para
estudar sua diversidade em diferentes ambientes (AVRAHAMI; CONRAD; BRAKER, 2003;
BRAKER; FESEFELDT; WITZEL, 1998; BRAKER et al., 2000; 2001; LIU et al., 2003;
PRIEME; BRAKER; TIEDJE, 2002). Revisoes de literatura tém identificado a necessidade de
relacionar a estrutura, abundancia e fungéo de populag6es desnitrificantes com as atuais taxas
de desnitrificacdo para determinar a influéncia da populacdo microbiana nesse fundamental
processo (PHILIPPOT; HALLIN, 2005; PHILIPPOT, 2006).

1.3 Influéncia das plantas nos micro-organismos do solo

A mudanca do uso da terra representa um dos maiores impactos em ecossistemas
terrestres, afetando drasticamente as comunidades de plantas e diminuindo a diversidade
biologica (VITOUSEK et al., 1997). Apesar da existéncia de diversos estudos sobre os efeitos
da mudanca na composicdo de espécies de plantas nas funces do ecossistema (TILMAN;
WEDIN; KNOPS, 1996; HOOPER; VITOUSEK, 1997; TILMAN, 1999), ainda é pouco
conhecido como o0s micro-organismos, mediadores chave nesse processo, respondem as

mudangas na composicao de plantas.
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O tipo de planta é um fator determinante da estrutura de comunidade microbiana do
solo, pois as plantas sdo os maiores fornecedores de formas especificas de C e fontes de
energia (GARBEVA; van VEEN; van ELSAS, 2004; BREMER et al., 2007). Desse modo, 0s
tipos de vegetacdo bem como as condi¢cbes ambientais tornam-se fatores que determinam a
quantidade e qualidade do material depositado no solo, influenciando a heterogeneidade e
taxa de decomposicdo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002) que atuam diretamente sobre a
comunidade microbiana do solo. A diversidade estrutural e de atividade do sistema radicular
podem estar igualmente envolvidas na deposicao diferencial de compostos organicos no solo.
Exsudatos radiculares sdo conhecidos como um dos mais importantes fatores que afetam a
comunidade microbiologica. As raizes saudaveis liberam no solo compostos organicos
sollveis, como aclcares, aminodcidos e &cidos organicos, os quais atraem populacdes
microbianas, beneficiando a decomposicdo da liteira e a conservacdo de nutrientes no
ecossistema (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

O melhor entendimento sobre os efeitos das mudancas antropogénicas em comunidades
microbianas é importante, pois 0s micro-organismos regulam muitos processos do
ecossistema, incluindo a decomposicdo da matéria organica, a mineralizagdo dos nutrientes, e
a emissdo e consumo de gases traco. A atual importancia das comunidades microbianas tem
aumentado o interesse em compreender a relacdo entre o uso da terra, as comunidades de
plantas, os micro-organismos, e 0s processos do ecossistema (VAN DER HEIJDEN et al.,
1998; CAVIGELLI; ROBERTSON, 2000; NAEEM et al., 2000; ZAK et al., 2003;
RUDGERS, 2004).

Existe também um grande interesse em se conhecer as comunidades microbianas da
rizosfera, devido o seu papel chave na saide da planta e na funcdo do ecossistema. A
diversidade de micro-organismos da rizosfera é parcialmente dependente do tipo de planta
(MARSCHNER et al., 2001). Micro-organismos associados ao sistema radicular das plantas
podem responder a quantidade e composigéo de exsudatos da raiz permitindo a formacéo de
comunidades microbianas associadas a rizosfera de plantas especificas (HAICHAR et al.,
2008; NUNAN et al., 2005; KOWALCHUK et al., 2002). No entanto, os exsudatos das raizes
dependem também das condicbes de crescimento e estagio de desenvolvimento das plantas
podendo mascarar os efeitos especificos de cada espécie (DUINEVELD et al.,, 1998;
SMALLA et al., 2001).
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1.4 Estrutura e diversidade de comunidades microbianas do solo

As comunidades de organismos do solo, incluindo as bactérias, os fungos, protozoarios
e animais invertebrados, sdo extremamente diversas. O numero de espécies de bactérias dos
solos descrita na literatura vem crescendo nos ultimos anos em virtude do desenvolvimento de
ferramentas de biologia molecular que possibilitam a analise de sequéncias de DNA a partir
de material genémico extraido diretamente do solo. As novas técnicas evidenciaram a enorme
diversidade genética de bactérias presentes em apenas 1 g de solo. Estima-se que em 1 g de
solo ocorram entre 20 e 40 mil espécies bacterianas (TORSVIK et al., 1990). Poucos dados
das regibes tropicais estdo disponiveis; onde se suspeita que os mais elevados niveis de
diversidade possam ser encontrados. A diversidade bioldgica da comunidade dos organismos
subsuperficiais, que normalmente é mais elevada do que aquela sobre a superficie, geralmente
é ignorada nos exames de biodiversidade de ecossistemas, podendo causar resultados

erroneos.

Alguns fatores tém contribuido para a falta de conhecimento sobre a diversidade
microbiana em amostras ambientais. Sdo, em grande parte, relacionados as limitagcdes dos
métodos tradicionalmente utilizados para o isolamento e cultivo de micro-organismos em
laboratério (PALLERONI, 1996). Dados derivados de estudos comparativos apontam para o
fato de que apenas uma pequena fracdo dos micro-organismos na natureza, entre 0,1 a 1%,
dependendo do habitat, sdo cultivados através do emprego de métodos microbiol6gicos
convencionais (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). Novas técnicas moleculares
baseadas na caracterizacdo de acidos nucléicos extraidos do solo oferecem grande potencial
para investigar a vasta porcao da comunidade microbiana ndo cultivavel (CRECCHIO et al.,
2004). Elas sao independentes de cultivo e, de acordo com sua sensitividade, podem detectar
espécies, géneros, familias ou mesmo grupos taxonémicos maiores (NANNIPIERI et al.,
2003).

Dentre as técnicas moleculares estdo a anélise de T-RFLP (Polimorfismo do Tamanho
do Fragmento de Restricdo Terminal), o uso de cromossomos bacterianos artificiais (BAC)
para estudo metagenémico e a amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de
regides conservadas do gene 16S e 18S rDNA (BORNEMAN; TRIPLETT, 1997;
NANNIPIERI et al., 2003; KIRK et al., 2004). A técnica de T-RFLP vem sendo amplamente

utilizada devido a alta reprodutibilidade e ao acesso a um grande ndmero de unidades
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taxonémicas operacionais (UTOs) (OSBORN; MOORE; TIMMIS, 2000). Esta técnica vem
sendo empregada para caracterizar comunidades microbianas em diferentes ambientes, como
solos de floresta, solos poluidos, sedimentos, estruturas de plantas, trato digestivo de
minhocas, entre outros (THIES, 2007). Além disso, é um método capaz de identificar
sensiveis mudancas nas estruturas de comunidades microbianas do solo, alem de permitir a
analise de uma grande quantidade de amostras (LIU et al., 1997; TIEDJE et al., 1999).

Uma nova abordagem molecular de sequenciamento de DNA é o pirosequenciamento.
Esse método consiste na sintese de DNA a partir de complexo de reagdes que inclui enzimas
(ATP sulfurilase e luciferase) durante a reacdo de polimerizacdo (RONAGHI et al., 1996).
Durante o pirosequenciamento, diferentes fitas molde sdo amplificadas separadamente por
PCR e ndo compete por primers ou polimerase, e em principio isto resulta em menor custo e
viés (bias) do que em uma reacdo Unica de PCR. Esse recente avanco em sequenciamento de
DNA tem permitido uma maior rapidez nas andlises de diversidade e distribuicdo de
comunidades microbianas do solo (LIU et al., 2007; SOGIN et al., 2006). Estes estudos
detectaram taxas “raros” que nao sdo possiveis de serem detectatos em pequenas bibliotecas
utilizando as técnicas convencionais de clonagem (SOGIN et al., 2006) e podem incluir
também organismos cultivaveis (PEDROS-ALIO, 2007).

1.5 Diversidade funcional de comunidades microbianas

A diversidade funcional é um aspecto de toda a diversidade do solo, e envolve diversas
atividades. A relacdo entre a diversidade e fun¢do microbiana ainda ndo é completamente
conhecida, porém sabe-se que a biodiversidade pode influenciar a estabilidade, produtividade,
e resiliéncia do ecossistema. Apds eventos de perturbacdo (e.g. queimada, erupcao vulcanica
ou deslizamentos) mudancas marcantes tém sido observadas na diversidade funcional em
ecossistemas de solos (SCHIPPER et al., 2001).

Atualmente existem diversos métodos para se estudar a diversidade microbiana, na qual
a maior parte destes envolve estudos na genética e diversidade taxondmica (THERON;
CLOETE, 2000; ERCOLINI, 2004). No entanto, ainda existem poucos métodos investigando
a diversidade funcional de comunidades microbianas. Este aspecto pode ser explorado com o
Biolog Ecoplate. O uso pratico desse sistema (inicialmente desenvolvido para identificar e

caracterizar isolados de bactérias), para estudar a diversidade funcional de amostras
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ambientais, foi introduzido por GARLAND; MILLS (1991). Diversos tipos de plates ja estdo
sendo comercializados, principalmente o Biolog Ecoplate, para aplicacdes ecoldgicas. A
atividade potencial de comunidades de bactérias é estudada através da utilizacdo de padrbes
de fontes de carbono. Cada plate possui 31 substratos diferentes (mais o controle), contendo o
corante tetrazolium que, devido a respiracdo das bactérias, € reduzido a formazan. A presenca
de formazan (coloracdo arroxeada), quantificada por medicdes de densidade Otica, € um

indicador de utilizacdo das fontes de carbono.

Essa abordagem tem sido aplicada em diversos estudos ecoldgicos de associacdo
solo/planta, incluindo a avaliacdo de praticas agricolas em comunidades bacterianas
(BOSSIO; SCOW, 1995); a classificacdo de comunidades bacterianas da rizosfera de plantas
sob hidroponia (GARLAND, 1996; GARLAND; MILLS, 1994); e a avalia¢cdo da comunidade
microbiana na rizosfera de arvores (GRAYSTON; CAMPBELL, 1996). Outro estudo utilizou
esse metodo para avaliar a influéncia de diferentes tipos de plantas na estrutura de
comunidades microbianas da rizosfera (GRAYSTON et al., 1998).

Apesar de ser uma técnica de cultivo, e de ndo representar necessariamente a atividade
de todos os membros da comunidade; no entanto, as avaliacdes simultaneas de diferentes
fontes de carbono, dados automatizados, e o potencial para a rapida comparacdo de amostras
ambientais representam diversas vantagens sobre os métodos de cultura tradicionais
(GARLAND, 1996; HAACK et al., 1995). Porém, para interpretar a diversidade funcional ou
o0 potencial metabdlico de comunidades microbianas utilizando padrdes Biolog de utilizacdo
do substrato, é importante compreender os fatores que afetam a utilizacdo do substrato quando

diversos micro-organismos estdo presentes em placas Biolog Ecoplate.

1.6 Objetivos

1.6.1 Geral

Esta proposta de pesquisa teve como objetivo estudar os efeitos da cobertura vegetal, na

funcdo, estrutura e diversidade de bactérias totais e desnitrificantes em TPI a partir de técnicas

moleculares e biogquimica.
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1.6.2 Especificos

a) Determinar o efeito de sistemas de uso da terra (floresta secundéria e plantio de mandioca)
e sazonalidade na funcéo, estrutura e diversidade de comunidades bacterianas a partir de
técnicas moleculares e bioquimicas;

b) Determinar a estrutura e diversidade de comunidades bacterianas na rizosfera de duas
espécies de plantas leguminosas a partir de técnicas moleculares;

c) Determinar o efeito de sistemas de uso da terra (floresta secundéria e plantio de mandioca)

e sazonalidade na estrutura e abundancia de bactérias desnitrificantes.
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2 USO DA TERRA E SAZONALIDADE INFLUENCIAM AS COMUNIDADES DE
BACTERIA DE TERRA PRETA DE INDIO NA AMAZONIA CENTRAL
BRASILEIRA

RESUMO

Terra Preta de Indio (TPI) na Amazonia brasileira é a principal evidéncia deixada por
populacdes indigenas pré-Colombianas, indicando que solos pobres podem ser transformados
em solos altamente férteis. Mudancas no uso da terra e sazonalidade sdo susceptiveis de
influenciar as comunidades microbianas, no entanto, pouco se conhece sobre esses efeitos nas
TPIs. Portanto, este estudo comparou os efeitos de dois sistemas de uso da terra (floresta
secundaria e plantio de mandioca) durante as esta¢cdes chuvosa e seca utilizando ferramentas
bioquimicas e moleculares. A funcdo da comunidade bacteriana foi determinada por CLPP -
Anadlise do Perfil Fisiologico da Comunidade Microbiana, a estrutura da comunidade
bacteriana por T-RFLP - Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restricdo Terminal, e a
composicdo e distribuicdo bacteriana por pirosequenciamento da regido V4 do gene 16S
rRNA. Os resultados de T-RFLP confirmaram que o uso da terra e a sazonalidade afetam as
comunidades bacterianas do solo. CLPP mostrou que a atividade funcional na TPI foi pouco
afetada pela sazonalidade. A tecnologia de pirosequenciamento foi uma importante
ferramenta para diferenciar filotipos raros de acordo com o tipo de solo e uso da terra. Além
disso, correlacdes positivas entre certos filos bacterianos (e.g. Nitrospira) e propriedades do
solo, como o pH e P, indicam que a TPI pode servir como habitat para esses filos bacterianos.
Essas descobertas levantam um novo aspecto chave da TPl como microhabitat susceptivel
para micro-organismos funcionais que podem desempenhar um papel importante nos ciclos

biogeoquimicos.

Palavras-chave: Terra Preta de Indio. Uso da terra. Sazonalidade. Bactéria. CLPP.
T-RFLP. Pirosequenciamento.
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LAND USE AND SEASONALITY INFLUENCE BACTERIAL COMMUNITIES OF
AMAZONIAN DARK EARTH IN THE BRAZILIAN CENTRAL AMAZON

ABSTRACT

Amazonian Dark Earth (ADE) in the Brazilian Amazon is the main evidence left by pre-
Columbian indigenous populations indicating that poor soil can be transformed into highly
fertile ground. Changes in land use and seasonality are likely to influence microbial
communities, however, little is known about these effects on ADE. Therefore, this study
compared the effects of two land use systems (secondary forest and cassava plantation) during
the rainy and dry seasons using biochemical and molecular tools. The bacterial community
function was determined by CLPP - Community Level Physiological Profile, the bacterial
community structure by T-RFLP - Terminal Restriction Length Polymorphism, and bacterial
community composition and distribution by pyrosequencing of the V4 16S rRNA gene
region. T-RFLP results confirmed that land use and seasonality affect soil bacterial
communities in ADE. CLPP have shown that ADE functional activity is less affected by
seasonality. Furthermore, pyrosequencing technology was an important tool to differentiate
rare phylotypes according to soil type and land use. Also, positive correlations between
certain bacterial phyla (e.g. Nitrospira) and soil properties, such as pH and P, indicate that
ADE may be an important habitat for those bacterial phyla. These findings bring new key
features of ADE as suitable microhabitat for main function microorganisms which may play

an important role in biogeochemical cycles.

Key-words: Amazonian Dark Earth. Land use. Seasonality. Bacteria. CLPP. T-RFLP.

Pyrosequencing.
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2.1 Introducao

Maior parte da floresta Amazoénica esté localizada sob solos fortemente intemperizados
e pobres em nutrientes, e sua produtividade depende da diversidade vegetal e é geralmente
dependente da reciclagem eficiente da matéria organica (SANCHEZ et al., 1982). A
agricultura de derruba e queima é um tipico sistema de uso da terra realizada por populacdes
tradicionais na regido Amazonica. A liberacdo de nutrientes ricos em cinzas leva a um
aumento no pH do solo e no contetdo de cétions na superficie do solo, promovendo
consequentemente a adigdo de novos nutrientes (HOLSCHER et al., 1997). No entanto, com o
uso continuo desses nutrientes em atividades agricolas existe um decréscimo gradual na
fertilidade desses solos (SANCHEZ et al., 1982), e outro fator € a perda de nutrientes devido a
queima, corte e lixiviacdo durante o processo de derruba e queima (HOLSCHER et al., 1997).

Ainda considerando a mesma regido, a existéncia de manchas de solos escuros férteis
conhecidos como Terra Preta de indio (TPI) ou Amazonian Dark Earth é a principal evidéncia
deixada por populacbes indigenas pré-colombianas de que solos pobres podem ser
transformados em solos altamente férteis. Analises realizadas nesses solos tém mostrado
elevada estabilidade da matéria organica e elevados teores de nutrientes quimicos, tais como
C, P, Ca, e Mn (LEHMANN et al., 2003). Além disso, o horizonte antropico da TPI possui
resiliéncia ao manejo do solo e excelente qualidade fisica (TEIXEIRA; MARTINS, 2003).
Acredita-se que esses elementos foram adicionados nesses solos a partir da deposicdo de
atividades humanas em atividades de agricultura pré-histérica semi-intensiva e intensiva
(DENEVAN, 1996). Por esta razdo, as TPIs sdo frequentemente procuradas por comunidades

tradicionais para 0 seu uso em agricultura de subsisténcia.

Apesar das propriedades peculiares da TPI, pouco se conhece sobre os efeitos de
atividades agricolas modernas, uso da terra e sazonalidade nesses solos antropicos. Mudanca
de uso da terra representa um dos maiores impactos em ecossistemas terrestres, influenciando
drasticamente comunidades de plantas e diminuindo a diversidade funcional (FLYNN et al.,
2009; LALIBERTE et al., 2010). Alguns estudos também tém mostrado evidéncias de que 0s
micro-organismos do solo sdo afetados pelo uso da terra. Diferengas na estrutura e
composicdo de comunidades bacterianas foram observadas em diferentes sistemas de uso da
terra em solos amazoénicos (JESUS et al., 2009; NAVARRETE et al., 2010). Além disso,

existe uma preocupacdo crescente de que recentes eventos de mudancas climaticas possam
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causar um enorme “dieback” ou degradacao da floresta Amazonica com elevada probablidade
de intensificacdo das estagdes secas (MALHI et al., 2009). Isto, por sua vez, influenciara as
comunidades microbianas do solo sendo muitas responsaveis por regular importantes

processos do ecossitema (NEHER, 1999).

Recentemente, microbiologistas ambientais vém investigando as comunidades
microbianas da TPIl. Métodos baseados em cultivo e técnicas moleculares tém mostrado que a
diversidade e riqueza das comunidades bacterianas do solo sdo maiores nas TPIs quando
comparada aos seus solos adjacentes (KIM et al., 2007; O’NEILL et al., 2009; GROSSMAN
et al., 2010; NAVARRETE et al., 2010). Além disso, algumas peculiaridades da TPI,
especialmente a elevada presenca de carvdo, tém motivado pesquisadores a conduzir estudos
sobre os efeitos da aplicacdo de carvdo na estrutura e composicdo das comunidades
microbianas (ANDERSON et al., 2011; KHODADAD et al., 2011). No entanto, um dos
principais desafios atuais € acessar essas comunidades microbianas quando influencidas por
mudancgas no ecossistema causadas, por exemplo, pelo uso da terra e sazonalidade que

provavelmente podem afetar a funcionalidade da TPI.

Portanto, é importante melhor avaliar as comunidades microbianas nas TPIs e identificar
possiveis mudancgas nessas comunidades que possam influenciar a fertilidade e qualidade
desses solos antropicos. Uma forma de acessar essas mudancas € a partir da funcionalidade do
solo com o uso de placas Biolog Ecoplate (Biolog, Hayward, CA, USA) permitindo a Analise
do Perfil Fisioldgico da Comunidade Microbiana (CLPP - Community Level Physiological
Profile) de bactérias aerdbicas heterotroficas (GARLAND; MILLS, 1991). Diversos estudos
tém utilizado esse método para observer diferencas nas comunidades microbianas em solos
como o da tundra da Antartida (CAMPBELL et al., 2010) e em zonas Umidas sob diferentes
sistemas de manejo (DOUTORELO; GOULDER; LILLIE, 2010). Ferramentas moleculares
(e.g. PCR, Reacdo em cadeia da polimerase; DGGE, Eletroforese em gel de gradiente
desnaturante; T-RFLP, Polimorfismo do Tamanho do Fragmento de Restricdo Terminal)
também tém sido utilizadas com sucesso para descrever mudancas de comunidades
microbianas ndo cultivaveis em solos de floresta tropical (JESUS et al., 2009) e em solos
agricolas  (LUKOW; DUNFIELD; LIESACK, 2000). Recentemente, a tecnologia de
pirosequenciamento tem se mostrado como uma poderosa ferramenta de rapida e sensivel
investigacdo de comunidades microbianas complexas. Alguns estudos ja tém focado em como

as comunidades microbianas séo afetadas pelo manejo e uso da terra (ROESCH et al., 2007;



31

NACKE et al., 2011) assim como pela presenca de carvdo em solos (ANDERSON et al.,
2011; KHODADAD et al., 2011; NAVARRETE et al., 2010).

Nesse contexto, o principal objetivo desse estudo foi investigar a fungéo, estrutura e
composi¢do da comunidade bacteriana na TPI (Antrossolo hértico) e em seu solo adjacente
(Argissolo amarelo, ACH) sob diferentes usos da terra e sazonalidade na estacdo experimental
do Caldeirdo na Amazodnia Central brasileira. Para testar a hipotese de que 0 uso da terra e a
sazonalidade influenciam as comunidades bacterianas na TPl e ACH, a anélise de CLPP foi
utilizada para investigar a funcéo da comunidade, a técnica de T-RFLP para detectar possiveis
mudancas na estrutura, e pirosequenciamento do gene 16S rRNA da regido V4 para acessar a

composicao e distribuicdo da comunidade bacteriana.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Areas de estudo e amostragem

A éarea de estudo esta situada na Estacdo Experimental do Caldeirdo pertencente a
Embrapa Amazénia Ocidental localizada no municipio de Iranduba, Amazonas (03°26°00” S,
60°23°00” W). Quatro sitios foram selecionados, dois com a presenca de solo com horizonte
A antrépico, conhecido como Terra Preta de indio, sendo um sitio sob floresta secundaria e
outro sob cultivo; os outros dois sitios sdo os solos adjacentes a TPI, sendo um sitio sob
floresta secundaria e outro sob cultivo. A Terra Preta de indio foi classificada como
Antrossolo hortico e os solos adjacentes como Argissolo amarelo (Haplic Acrisol, ACH) de
acordo com a Base de Referéncia Mundial para Recursos de Solos (FAO, 1998). Os sitios
encontram-se sob floresta secundaria (FS) com aproximadamente 35 anos de idade e plantio
de mandioca (Manihot esculenta Crantz, PM). As amostras de solos TPl e ACH foram
coletadas durante a estagcdo chuvosa (Janeiro de 2009) e durante a estagdo seca (Agosto de
2009). A precipitagcdo média em Janeiro de 2009 foi de 400 mm, e em Agosto de 2009 foi de
30 mm (http://climal.cptec.inpe.br/~rclimal/monitoramento_brasil.shtml). Em cada sitio, o
ponto de amostragem central foi selecionado aleatoriamente, e a partir desse ponto de
referéncia foram marcados trés pontos aleatérios distantes a 5 m do ponto de referéncia.
Amostras de solos indeformadas (5 cm de didametro e 15 cm de comprimento) foram coletadas
em cada um dos pontos marcados. As amostras de solos foram coletadas em triplicatas e

transportadas em gelo seco até o Laboratorio de Biologia Celular e Molecular (Piracicaba, SP)
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e armazenadas a -20°C. Foram coletadas também amostras de solos para o ensaio de Biolog e
biomassa microbiana, sendo que essas amostras foram transportadas separadamente em caixas
contendo embalagens térmicas (ice packs) e armazenadas posteriormente a 4°C. Para as
andlises de biomassa microbiana, amostras de solos foram enviadas & Embrapa Soja

(Londrina, PR), e para analises quimicas a Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus, AM).

2.2.2 Determinacéao das propriedades do solo

As amostras de solos foram analisadas em triplicatas para pH (H,O, 1:1), extratores de
Al, Ca e Mg (1M KCI), extratores de Cu, Fe, K, Mn, Na, P e Zn (solucdo dupla de &cido
sulfarico a 0,025M e &cido cloridrico a 0,05M, Mehlich-1), C orgéanico do solo (C-solo)
(método Walkely-Black; matéria organica do solo (MO) = C-solo x 1,724) e capacidade de
troca de cations (CTC) (soma de todos os cations trocaveis mais o Al e H trocaveis)
(EMBRAPA, 1998). O teor de umidade do solo foi obtido pela diferenca do peso da amostra
de solo antes e ap6s secagem em estufa a 105°C.

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi estimado pelo método de fumigagéo-
extracdo (VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987) e o nitrogénio da biomassa microbiana
(NBM) pelo método de BROOKES et al. (1985) ambos ligeiramente modificados por
HUNGRIA et al. (2009). Para ambas as medicdes, trés repeticdes foram utilizadas para cada
sitio (n = 9). A medi¢do do CBM teve como base a diferega entre o C orgénico extraido com
0,5 M K;SO4 (BARTLETT; ROSS, 1988) a partir de amostras fumigadas com cloroférmio e
de amostras nao fumigadas (VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987), além de utilizar o
fator de correcdo 0,41 como recomendado para solos tropicais (FEIGL et al., 1995). O NBM
foi determinado pela diferenca entre N extraivel de amostras fumigadas e ndo fumigadas
utilizando o fator de correcdo de 0,54 (BROOKES et al., 1985).

2.2.3 Biolog

Analise do Perfil Fisiolégico da Comunidade Microbiana (CLPP) foi acessada
utilizando Biolog Ecoplate (Biolog, Hayward, CA, USA) o qual contém pocos em triplicatas
de 31 diferentes fontes de carbono e um controle negativo com agua (INSAM, 1997). As
medicdes foram realizadas para cada amostra de solo coletadas em trés pontos de cada sitio. A

densidade de inoculagéo foi previamente estimada por contagem das unidades formadoras de



33

col6nias em meio &gar a 25°C por 48 h. Cada suspenséo do solo foi inoculada na placa Biolog
(120 pL por poco) e incubadas a 28°C. A primeira leitura foi realizada ap6s 12h e as leituras
posteriores a cada 24h durante 7 dias em leitor de microplacas ELISA a 590 nm. Os dados
gerados pelas placas Biolog foram transformados dividindo os valores brutos pelo respectivo
desenvolvimento de cor do pogo da placa de Biolog (AWCD) (GARLAND; MILLS, 1991).
Os valores corrigidos foram utilizados para estimar o metabolismo heterotréfico médio e os
parametros cinéticos K (pardmetro cinético de consumo que representa o potencial de
substrato utilizado), r (pardmetro cinético de consumo que representa a taxa exponencial de
utilizacdo do substrato) e S (parametro cinético de consumo que representa o tempo para
alcancar o ponto médio da curva de consumo de substrato) como proposto por Lindstrém,
Barry e Braddock (1998).

2.2.4 Extracdo de DNA, amplificacédo do gene 16S rRNA, T-RFLP e pirosequenciamento

O DNA dos solos foi extraido em triplicata utilizando-se o Kit Power Soil DNA
Extraction™ (MoBio, Carlsbad, CA). Em microtubo contendo micro esferas de vidro foram
adicionados 0,25 g de amostras de solo e agitados gentilmente para homogeneizacdo das
amostras. O DNA total do solo foi extraido de acordo com as instrucdes indicadas pelo
fabricante. A verificacdo da qualidade do DNA foi feita em espectrofotdmetro através da
leitura de absorbancia em 260 e 280 nm (NanoDrop® ND-1000 UV/vis-spectrophotometer,
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany). O DNA extraido foi armazenado a -
20°C.

A estrutura da comunidade bacteriana das amostras analisadas foi determinada pela
técnica de fingerprint de T-RFLP. O conjunto de primers 27F-FAM-labeled
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 1492R (5'-GGTTACCTTGT TACGACTT-3')
foram usados na reacdo de amplificacdo do gene 16S rRNA (LANE, 1991). A amplificagéo
foi feita em triplicata em solucdo contendo: 1 x tampé&o de PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA), 3
mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP (Eppendorf, Germany), 0,1 mM de BSA (New
England Biolabs, USA), 25 pmol de cada primer, 1 U de Platinum Tag DNA Polymerase
(Invitrogen, USA), 2 ng de DNA genbmico e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada para um
volume final de 25 pL. A reacgdo foi realizada nas seguintes condigdes: 94°C por 3 min, 35
ciclos de 94°C por 30 s, 59°C por 45 s, 72°C por 1 min e 72°C por 15 min. Apos a obtencgédo

do produto de PCR, foi feita a purificacdo dos fragmentos amplificados utilizando o Qiagen


http://jmm.sgmjournals.org/content/54/11/1093.full#ref-16
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PCR purification kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). Os produtos de PCR purificados foram
digeridos a 37°C por 3 horas com a enzima de restricdo Mspl (Invitrogen, USA). O DNA foi
precipitado com isopropanol (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), resuspendido em 9,8 pL de
Formamida Hi-Di e 0,2 uL de padrdo de comprimento GeneScan 500 ROX™ (Applied
Biosystems, USA) e desnaturado a 94°C por 5 min. A determinacdo do comprimento dos
Fragmentos Terminais de Restricdo (T-RFs) foi realizada no sequenciador capilar automatico
modelo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer — Applied Biosystems/HITACHI.

Os primers 563F (5’-GCCTCCCTCGCGCCATCAG[bar code]
AYTGGGYDTAAAGVG-3’) e 802R  (5-GCCTTGCCAGCCCGCTCAGTACNV
GGGTATCTAATCC-3’) utilizados para reacdo de PCR foram desenhados a partir da regido

V4 (fragmentos de 270-300 pb). A reacdo de amplificagdo foi realizada em triplicata em

solugédo contendo 1x tampé&o para reacdo de PCR, 1,8 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP,
1,5x BSA (New England Biolabs), 1uM de cada primer, 1 U de FastStart high-fidelity PCR
system enzyme blend (Roche Applied Sciences, IN, USA) e 10 ng de DNA. Os ciclos
utilizados foram: desnaturacéo inicial de 95°C por 3 min; 30 ciclos de 95°C por 45 s, 57°C
por 45 s, 72°C por 1 min; e extensdo final a 72°C por 4 min. O produto amplificado foi
separado por gel de eletroforese e obtido com o tamanho esperado (270-300 pb), e em seguida
o0 produto foi excisado e purificado com o Qiagen gel extraction kit (Qiagen, Valencia, CA,
USA). Uma segunda purificacdo foi realizada com o Qiagen PCR purification kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA). Os produtos purificados foram submetidos ao pirosequenciamento em
sequenciador automatico Genome Sequencer FLX System (454 Life Sciences, Branford, CT,

USA) na Michigan State University Research Technology Support Facility.

2.2.5 Analise das propriedades quimicas do solo, biomassa microbiana e Biolog

Analises de variancia (ANOVA) foram aplicadas separadamente para os dados das
propriedades quimicas do solo para testar o efeito do uso da terra e sazonalidade. Para os
resultados que mostraram diferencas significativas, foi aplicado o teste de Tukey com
significancia de P < 0,005. Os parametros cinéticos, gerados pelos dados de AWCD, e de
biomassa microbiana também foram submetidos a analise de variancia, e quando
significativos ao teste de Tukey (P < 0,005). Posteriormente, a correlagdo de Spearman foi

utilizada para verificar possiveis correlagdes entre 0s pardmetros cinéticos com as
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propriedades quimicas do solo e biomassa microbiana. As analises estatisticas foram
realizadas no programa STATISTICA v.10 (StatSoft, USA).

2.2.6 Anédlise dos dados de T-RFLP

Os dados de T-RFLP foram analizados no programa Peak Scanner v1.0 (Applied
Biosystems). Os fragmentos terminais de restricdo (T-RFs) menores que 50 pb e maiores que
800 pb foram excluidos da analise. Os picos verdadeiros foram determinados a partir do
programa de acesso online T-REX (ABDO et al., 2006) (http://trex.biohpc.org, last updated
on 2010/03/01), os T-RFs foram arredondados para o T-RF mais proximo e as alturas dos
picos normalizadas de acordo com a quantidade de DNA de cada amostra (CULMAN et al.,
2009). Os picos normalizados foram utilizados para o célculo da abundéancia relativa de
T-RFs. Analises multivariadas foram realizadas com os dados de T-RFLP transformados via
raiz quadrada para se obter homogeneidade das variancias. A analise multivariada utilizada
para os dados de T-RFLP foi a anélise de ordenacédo de escala multidimensional (MDS) com
base na similaridade de Bray-Curtis. A similaridade entre as amostras foi calculada também
pela analise de similaridade (ANOSIM) utilizando 1000 permutacbes (CLARKE, 1993). Para
verificar diferencas significativas entre as amostras, a partir dos dados de T-RFLP, a analise
de variancia permutacional (PERMANOVA) foi usada para acessar possiveis diferengas
relacionadas ao uso da terra e sazonalidade (ANDERSON, 2001). A rotina estatistica
SIMPER (porcentagem de similaridade) foi utilizada para acessar a contribuicdo de
individuos T-RFs na dissimilaridade quando influenciados pelo uso da terra e sazonalidade
(CLARKE, 1993). A influéncia das propriedades do solo na estruttura das comunidades de
bactéria foram acessadas pela analise BEST (procedimento BIOENV, programa PRIMER 6)
o0 qual seleciona as propriedades do solo que melhor explicam os padrdes bioldgicos
observados nas amostras (CLARKE, 1993). Além disso, a analise candnica de coordenadas
principais (CAP) foi usada para visualizar a correlagdo entre a estrutura da comunidade
bacteriana com as propriedades do solo (previamente selecionadas pela analise BEST)
(ANDERSON; WILLIS, 2003). Todas as analises multivariadas foram realizadas no
programa PRIMER 6 e pacote PERMANOVA (CLARKE; GORLEY, 2006; ANDERSON;
GORLEY; CLARKE, 2008).
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2.2.7 Analise dos dados de pirosequenciamento

A partir das sequéncias geradas pelo pirosequenciamento, foram feitas triagens e
removidas as sequéncias com erros nos primers forward e regides barcode, ambiguidades e
sequéncias menores que 150 pb foram removidas utilizando o programa RDP Pyrosequencing
Initial Process Tool (COLE et al., 2009). Sequéncias quiméricas foram identificadas pelo
programa Chimera Check do RDP (http://www.rdp.cmc.msu.edu). Sequéncias de qualidade
foram alinhadas usando a funcdo de andlise para pirosequenciamento no programa RDP
utilizando a funcéo Aligner e agrupadas a partir de parametros padrdo da funcéo Clustering do
RDP. Os alinhamentos gerados pelo RDP foram manualmente checados e corrigidos quando
necessarios. Os agrupamentos gerados foram utilizados para a estimativa dos indices de
diversidade e riqueza (indice de diversidade de Shannon e estimador de riqueza Chao 1),
assim como para a construcdo de curvas de rarefacdo com nivel de dissimilaridade de 3% e
posterior classificacdo filogenética utilizando a funcdo Classifier do RDP (WANG et al.,
2007). Matrizes de distancia foram construidas utilizando a funcdo dist.seqs e comparacdes
com o teste Libshuff foram realizadas no programa MOTHUR (SCHLOSS et al., 2009). O
Libshuff testa a hipotese nula de que duas bibliotecas sdo estatisticamente indistinguiveis com
base nas distancias entre seus membros (SINGLETON
et al., 2001) e é mais discriminativo do que abordagens que utilizam OTUs (unidades
taxondmicas operacionais) (SCHLOSS, 2008). Analises de agrupamento a partir do
coeficiente de similaridade de Bray-Curtis foram realizadas no programa PRIMER 6
(CLARKE; GORLEY, 2006).

2.3 Resultados

2.3.1 Propriedades do solo

Os resultados das diferentes propriedades dos solos estudados (TPI e ACH) sob floresta
secundaria (FS) e plantio de mandioca (PM) durante as estacBes chuvosa e seca estdo
apresentados na Tabela 2.1. As propriedades quimicas da TPI-FS foram quimicamente
similares aos da TPI-PM durante ambas as estacdes. ACH-FS e ACH-PM também
apresentaram semelhancas em suas propriedades quimicas com excecao do carbono organico
do solo (C-solo) e matéria organica (MO) os quais apresentaram significativamente maiores
valores em ACH-FS. TPI apresentou maior pH do solo tanto sob FS e PM durante as estagdes
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chuvosa e seca, sendo esses valores maiores quando comparados a ACH independente do
sistema de uso da terra e sazonalidade. Como esperado, em contraste a ACH, TPI apresentou
elevados valores de CTC, Ca, Mg e P indicando a elevada fertilidade desses solos antropicos.
Particularmente, TPI apresentou elevados valores de bases trocaveis (Ca, Mg) (P < 0,05)
independente do sistema de uso da terra quando comparada a ACH. Decréscimo nos teores de
Ca foi observado durante a estacdo seca em TPI-FS (57%) e TPI-PM (55%) em relacdo a
estagcdo chuvosa. Da mesma forma, um decréscimo no teor de Mg de 40% foi observado em
TPI-FS. Mudancas devido a sazonalidade na CTC foi observada em TPI com significante
decréscimo na estacdo seca. Para ACH, mudancas devido a sazonalidade foram observadas

apenas nos teores de C-solo e MO sob FS.

Carbono da biomassa microbiana (CBM) foi maior em TPI-FS em relacdo a TPI-PM, o
qual apresentou valores similares de CBM em ACH-FS durante a estacdo chuvosa. ACH-PM
apresentou decréscimo significativo em CBM e nitrogénio da biomassa microbiana (NBM)
durante as estacdes chuvosa e seca. Além disso, a sazonalidade afetou 0 CBM em TPI-FS
com um decréscimo de 34% juntamente com uma reducdo de 27% em NBM durante a estacdo
seca. Para ACH-FS, houve um aumento significativo de CBM e NBM nas esta¢des chuvosa e
seca. Por outro lado, ACH-PM apresentou decréscimo significativo de CBM da estacdo
chuvosa para a seca. O teor de umidade do solo foi significativamente maior nos solos durante

a estacdo chuvosa com um decréscimo de 45% a 68 % da estacdo chuvosa para a estacao seca.



Tabela 2.1 - Propriedades do solo da Terra Preta de indio (TPI) e solo adjacente (argissolo amarelo, ACH) sob floresta secundaria e
plantio de mandioca durante as estagdes chuvosa e seca

TPI TPI ACH ACH

Propriedades do solo Floresta secundaria Plantio de mandioca Floresta secundaria Plantio de mandioca

Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva Seca
pH 540 a 525 a 546 a 533 a 3,63 b 3,67 b 3,68 b 373 b
C-solo (g kg™ 32,35 a 28,17 a 28,44 a 26,47 a 30,47 aA 18,68 aB 17,62 b 16,15 b
MO (g kg™ 55,65 a 48,46 a 48,91 a 4554 a 52,41 aA 32,12 aB 3047 b 27,78 b
P (mg dm) 140 aA 83 aB 174 a 205 a 9 b 4 b 6 b 4 b
Ca (cmol, dm®) 9,05 aA 3,93 aB 8,68 aA 3,93 aB 0,89 b 0,24 b 0,16 b 0,11 b
Mg (cmol,, dm™) 1,43 aA 0,86 aB 153 a 1,11 a 031 b 011 b 0,10 b 0,06 b
Al (cmol, dm®) 0,01 a 0,03 a 0,01 a 0,02 a 2,06 bA 1,52 bB 1,72 b 1,49 b
CTCt (cmol, dm?®) 10,64 aA 4,90 aB 10,37 aA 5,13 aB 342 b 1,95 b 2,07 b 1,74 b
CBM (mg kg™ 656,97 aA 431,00 aB 372,53 b 346,43 ab 378,53 b 452,93 a 248,33 ¢ 232,73 b
NBM (mg kg™) 51,93 a 63,47 a 20,90 bA 15,33 bB 19,37 bA 51,33aB 12,83 b 13,00 b
h (%) 41,8 aA 23,1 aB 24,0 bA 16,2 bB 40,0 aA 12,7 bcB 37,7 aA 12,1 cB

Abreviaces: C-solo, carbono organico do solo; MO, matéria organica do solo; CTC, capacidade de troca de cations; CBM, carbono da biomassa microbiana;
NBM, nitrogénio da biomassa microbiana; h, umidade do solo.



AWCD

39

2.3.2 Funcdo da comunidade bacteriana

Os dados da média do desenvolvimento de cor do poco da placa de Biolog (AWCD)
representados pela intensidade média da utilizacdo de 31 diferentes fontes de carbono
apresentam-se na Figura 2.1. Os valores de AWCD aumentaram rapidamente apdés 30h
independente da sazonalidade, com excecdo de ACH-FS na estacdo chuvosa. Durante a
estacdo chuvosa, AWCD variou entre todos os solos estudados com maior valor de AWCD
em TPI quando comparado a ACH. Foram observadas diferencas devido ao uso da terra
apenas para ACH-FS. No entanto, nenhuma diferenca foi observada em AWCD para todos 0s

solos estudados durante a estacao seca.

Chuva

Seca
1.8 -
e TPIFS
16 - O ACH-FS -
Z ACH-PM o~ = 6 —®
n
°
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o
=
<
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Figura 2.1 - Metabolismo heterotrofico médio (média do desenvolvimento de cor do pogo da placa de
Biolog, AWCD) da analise do perfil fisiol6gico da comunidade microbiana (CLPP) da Terra Preta de
indio (TPI) e solo adjacente (argissolo amarelo, ACH) sob floresta secundaria (FS) e plantio de
mandioca (PM) durante as esta¢fes chuvosa e seca

O grau de consumo maximo de substrato, representado pelo parametro K, foi
significativamente maior em TPI-PM e menor em ACH-FS durante a estacdo chuvosa. A taxa
maxima exponencial (r) foi menor sob PM nos dois solos estudados. O crescimento
exponencial (s) foi maior em ACH-FS e menor nos outros solos. Para a estagdo seca,

nenhuma diferenca foi observada nos pardmetros K, r e s independente do solo e uso da terra.

180
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Com o intuito de explorar a relacdo entre as diferencas observadas nos parametros K, r e
s com as propriedades do solo, o coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado
(P < 0,05) e os resultados estdo apresentadas na Tabela 2.2. O parametro K se correlacionou
positivamente com o pH, P e Ca, e negativamente com o Al durante a estacdo chuvosa.
Nenhuma correlacdo foi observada para os parametros r e s durante ambas as estagdes (Tabela
2.3).

Tabela 2.2 - Parametros cinéticos da curva de ajuste do metabolismo heterotréfico médio da Terra
Preta de Indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH) sob floresta secundaria (FS) e plantio
de mandioca (PM) durante as esta¢fes chuvosa e seca

Chuva
Solos e uso da terra
K r S
TPI-SF 1,109 ab 0,039 ab 81,49 b
TPI-CP 1,393 a 0,057 a 58,71 b
ACH-FS 0,505 ¢ 0,027 b 139,83 a
ACH-PM 1,033 b 0,056 a 66,65 b
Seca
K r S
TPI-FS 1,451 0,048 72,63
TPI-PM 1,515 0,064 58,37
ACH-FS 1,597 0,055 74,41
ACH-PM 1,488 0,065 66,13

K, quantidade potencial de substrato utilizado; r, taxa de crescimento exponencial; s, tempo para alcangar o
ponto médio da fase exponencial.
® Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 2.3 - Correlagdo de Spearman entre os parametros cinétidos do
metabolismo heterotréfico e as propriedades do solo da Terra Preta de Indio e
solo adjacente (Argissolo amarelo) durante a estacdo chuvosa

Parametros

cinéticos PH P Ca Al
K 0,643* 0,628* 0,669* -0,732**
r 0,146 0,097 0,184 -0,277
S -0,456 -0,427 -0,436 0,566

? K, quantidade potencial de substrato utilizado; r, taxa de crescimento exponencial;
s, tempo para alcangar o ponto médio da fase exponencial.
b significancia a P < 0,05; ** significancia a P < 0,01.
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2.3.3 Estrutura da comunidade bacteriana

A andlise de T-RFLP foi utilizada para caracterizar a estrutura da comunidade
bacteriana em TPl e ACH sob diferentes sistemas de uso da terra e sazonalidade. Os dados de
similaridade analisados a partir da escala multidimensional (MDS) diferenciaram claramente
a estrutura da comunidade bacteriana em TPl e ACH, onde agrupamentos distintos foram
formados de acordo com o uso da terra e sazonalidade (Figura 2.2). Estes resultados foram
confirmados pelo teste permutacional ANOVA (PERMANOVA) mostrando o significante
efeito do uso da terra (FS e PM) e sazonalidade (chuva e seca) na estrutura das comunidades
bacterianas em TPI (P = 0,002) e ACH (P = 0,002). A analise de dissimilaridade (SIMPER)
apresentou maiores valores entre TPI-FS-Chuva vs. ACH-FS-Chuva e TPI-PM-Chuva vs.
ACH-PM-Chuva com maior nimero de T-RFs presentes em TPl (Tabela 2.4). O menor valor
de dissimilaridade foi observado na interacdo entre ACH-FS-Chuva vs. ACH-PM-Chuva.
O numero de T-RFs compartilhados entre TPI foi maior do que em ACH. A rotina BIO-ENV
foi usada para determinar qual conjunto de variaveis (ambientais e biomassa microbiana)
melhor explicam os padrdes bioldgicos observados na analise de T-RFLP durante as estacOes
chuvosa e seca. Os resultados obtidos mostraram que as variaveis que melhor explicaram a
estrutura da comunidade bacteriana durante a estacdo chuvosa foram Al, Ca, P, pH e umidade
do solo (Rho = 0,911; P < 0,01) e na estacdo seca foram o Al, NBM e pH (Rho = 0,877;
P < 0,01). Anélises de coordenadas principais foram aplicadas separadamente para as estacdes
chuvosa e seca para visualizar a relacdo das mudancas observadas na rotina BIO-ENV (Figura
2.3). O grafico de CAP indicou que a estrutura da comunidade bacteriana na TPI durante a
estacdo chuvosa esteve principalmente associada as elevadas concentacbes de Ca, P, pH e
umidade do solo. Particularmente, TPI-FS mostrou forte correlagdo com a umidade do solo.
Durante a estagdo seca, a estrutura da comunidade bacteriana na TPI esteve fortemente
correlacionada com o pH e ambos os solos sob FS correlacioram com NBM. Em ambas as
estacOes, a estrutura da comunidade bacteriana em ACH associou-se com a elevada

concentracéo de Al.
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Figura 2.2 - Andlise de ordenagdo em escala multidimensional (MDS) com base no coeficiente de
similaridade de Bray Curtis utilizando os dados de T-RFLP (transformados via raiz quadrada) das
comunidades de Terra Preta de Indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH) sob floresta

secundaria e plantio de mandioca durante as estacGes chuvosa e seca

Tabela 2.4 - Analise de porcentagem de similaridade (SIMPER) entre Terra Preta de indio (TPI) e
solo adjacente (argissolo amarelo, ACH) sob floresta secundaria (FS) e plantio de mandioca (PM)
durante as estagdes chuvosa (C) e seca (S) e niumero de T-RFs presentes/ausentes/comuns

NUmero de T-RFs

Dissimilaridade

Grupos

% presentes ausentes comuns

ACH-FS-C vs. ACH-FS-S 62,12 24 32 4

ACH-FS-S vs. ACH-PM-S 50,82 27 9 11

ACH-PM-C vs. ACH-PM-S 44,71 22 11 9
TPI-FS-S  vs. TPI-PM-S 43,90 41 20 13
TPI-FS-C  vs. TPI-PM-C 42,35 29 28 27
TPI-PM-C vs. TPI-PM-S 42,21 34 13 18
TPI-FS-C  vs. TPI-FS-S 39,88 29 23 26
ACH-FS-C vs. ACH-PM-C 35,64 14 13 17
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Figura 2.3 - Andlise candnica de coordenadas principais (CAP) dos dados de T-RFLP das
comunidades de bactérias da Terra Preta de Indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo
amarelo, ACH) sob floresta secundaria (FS) e plantio de mandioca (PM) durante as estacfes
chuvosa (A) e seca (B). Vetores representam as correlacdes entre as propriedades do solo.
Somentes correlagbes > 0,9 estdo apresentadas
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2.3.4 Composigdo da comunidade bacteriana

A anélise de pirosequenciamento do gene 16S rRNA da regido V4 foi utilizada para
acessar a composicdo da comunidade bacteriana em TPl e ACH sob diferentes usos da terra.
Um total de 3288; 3210; 3035 e 2609 de sequéncias de qualidade foram obtidas para TPI-FS,
ACH-PM, ACH-FS e TPI-PM, respectivamente, com um comprimento de leitura > 150 pb.
Os estimadores de riqueza ndo paramétricos ACE e Chao | também confirmaram uma elevada
riqueza em espécies bacterianas na TPl quando comparado a ACH (Tabela 5). O indice de
diversidade de Shannon foi maior em TPI-PM (H’=5,71) e menor em ACH-FS (H'=5,21)
(Tabela 2.5).

Tabela 2.5 - Nimero de OTUs, indices de riqueza (ACE, Chaol) e diversidade (Shannon), e estimated
sample coverage (ESC) para as bibliotecas do gene 16S rRNA da Terra Preta de indio (TPI) e solo
adjacente (Argissolo amarelo, ACH) sob floresta secundéaria (FS) e plantio de mandioca (PM) na
Amazonia Central brasileira

Riqueza
Bibliotecas NS  OTUs? Shannon® ESC®
ACE Chaol

ADE-FS 3288 778 2270 (2153; 2396) 1532 (1357; 1759) 548 (5,42;554) 0,45
ADE-PM 2609 740 2198 (2081; 2326) 1551 (1357; 1806) 571 (5,65;5,77) 0,37
ACH-FS 3035 528 1210 (1103; 1335) 1008 (866; 1208) 516 (5,10;521) 0,49

ACH-PM 3210 557 1325 (1279; 1375) 1117 (956;1342) 521 (5,15;526) 0,52

Abreviacbes: ESC, estimated sample coverage; NS, nimero de sequéncias; OTU, unidade taxondmica operacional.
&Calculado no programa MOTHUR com intervalo de cut-off de 3%.

® indices de riqueza e diversidade de Shannon foram calculados no programa MOTHUR (cut-off de 3%).

¢ ESC: Cx=1-(Nx/n), onde Nx é o nimero de sequéncias Gnicas e n é o nimeto total de sequéncias.

Valores entre parénteses indicam intervalos de confianga de 95% calculados no programa MOTHUR.

A distribuicdo dos filos bacterianos nos solos estudados esta apresentada na Figura 2.4.
Utilizando uma distancia genética de 3%, os filos bacterianos dominantes acima de 5% foram
Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes e Actinobacteria. Os filos menos abundantes
(1-5%) na maior parte dos solos foram Bacteria incertae sedis e Gemmatimonadetes. Os filos
raros (<1%) foram representados por WS3, Synergistetes, Bacteriodetes, Verrucomicrobia,

Chloroflexi e Nitrospira. Para obter mais detalhes sobre os filos dominantes, a abundancia
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relativa de cada um esta apresentada separadamente na Figura 2.5. A classe
Alphaproteobacteria foi igualmente abundante em todos os sitios. Além disso,
Deltaproteobacteria  apresentou ~ maior  abundancia em  TPI-PM  (15,2%).
Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria mostraram maior abundancia em ACH. O filo
Acidobacteria em TPI foi dominado pelas subdivisdes Gp6 e Gp5, e ACH pelas subdivisdes
Gpl, Gp3 e Gp2. Diferencas em ACH, devido ao uso da terra, foram observadas na maior
abundéncia relativa de Acidobacteria Gpl e Actinobacteridae em ACH-PM quando
comparado a ACH-FS. Para TPI, a unica diferenca observada devido ao uso da terra foi na
maior abundéancia relativa de Rubrobacteridae em TPI-PM. Pequenas diferencas também
foram observadas para ACH, com um aumento na abundancia relativa de Acidobacteria Gp2
e um decréscimo de Betaproteobacteria em ACH-FS. TPI apresentou uma pequena diferenca
na abundancia relativa de Deltaproteobacteria, sendo esta maior em TPI-PM.

Correlacdo entre alguns filos e propriedades do solo mostraram que maior parte da
correlacdo positiva foram encontradas para pH, MO, P, Ca, Mg e CTC (Tabela 2.5).
Chloroflexi e Nitrospira apresentaram uma forte correlagdo positiva com P. Bacteroidetes,
Gemmatimonadetes e WS3 apresentaram correlagéo positiva com MO. Acidobacteria mostrou

correlacdo negativa com C-solo e MO.



85

90

95

100
Filos ACH-CP ACH-SF TPI-CP TPI-SF

Proteobacteria
Acidobacteria

Firmicutes
Actinobacteria
Bacteria incertae sedis
Planctomycetes
Gemmatimonadetes
WS3

Synergistetes
Bacteroidetes

Verrucomicrobia
Chloroflexi

Nitrospira
>5% Il >1% >05%[1>01% 0% |

Figura 2.4 - Distribuicdo da abundéncia relativa dos filos bacterianos da Terra Preta de indio
(TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH) sob floresta secundaria (FS) e plantio de
mandioca (PM). Agrupamento foi realizado com base nos dados de abundéancia relativa dos filos

utilizando o coeficiente de similaridade de Bray Curtis
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Tabela 2.6 - Correlagio de Spearman entre os filos selecionados de bactéria da Terra Preta de indio e solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH) com suas
propriedades do solo

Propriedades . . . . . Bacteria . . . . .
4o solo Synergistetes Bacteroidetes Chloroflexi Nitrospira incertae Planctomycetes ~ Acidobacteria  Actinobacteria Gemmatimonadetes WS3
sedis
PHagua -0,828* 0,828* 0,828* 0,785*
C-solo 0,756* -0,732*
MO 0,756* -0,732* -0,736* 0,893** 0,760*
P -0,906** 0,931%** 0,931*** 0,810*
Ca -0,926*** 0,756* 0,772* 0,772* -0,849**
Mg -0,926*** 0,756* 0,772* 0,772* -0,849**
Al 0,738* -0,791* -0,791* -0,850**
CTC -0,926%** 0,756* 0,772* 0,772* -0,849**
CBM -0,772* 0,756* -0,926***
NBM -0,772* 0,756* -0,926***

8 *p < 0,05, ** P<0,01,**P<0,001

b C-solo, carbono organico do solo; MO, matéria organica; CTC, capacidade de troca de cations; CBM, carbono da biomassa microbiana; NBM, nitrogénio da biomassa

microbiana
© C-solo, MO (g kg™); P (mg dm™®); Ca, Mg, Al, CTC (cmol, dm™®); CBM, NBM (mg kg™)
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2.4 Discussao

2.4.1 Variabilidade nas propriedades do solo

Perdas em C-solo e MO devido a conversdo de floresta nativa para uso agricola na
Amazonia brasileira é bem conhecida (FEARNSIDE; BARBOSA, 1998). Esta afirmacéo esta
de acordo com os resultados obtidos nas amostras ACH, as quais apresentaram um
significante decréscimo em C-solo e MO ap6s conversao de floresta secundaria para plantio
de mandioca (Tabela 2.1). No entanto, os contetdos de C-solo e MO na TPI ndo foram
influenciados pelo uso da terra, confirmando que a MO na TPI é altamente estavel mesmo sob
uso agricola (WOODS; MCCANN, 1999). Acredita-se que a presenca de elevados teores de
carvdo encontrados nas TPIs é capaz de melhorar e manter a fertilidade do solo estabilizando

o C organico e elevando a capacidade de sequestrar C (ZAVALLONI et al., 2011).

CBM do solo foi significativamente maior na TPI. Além disso, o contetdo do CBM em
TPI-PM ndo foi significativamente diferente do observado em TPI-FS. Este resultado sugere
que a presenca de carvao na TPI pode estar beneficiando o aumento do CBM (STEINER
et al., 2008; LIANG et al., 2010). No entanto, houve um claro declineo no CBM devido ao
uso da terra para ambos 0s solos estudados durante o periodo chuvoso e somente para ACH
durante o periodo da seca. Tais declineos no CBM, devido ao uso da terra, também foram
observados em outros solos da Amazonia Central (LUIZAO; BONDE; ROSSWALL, 1992).
Diferencas no conteddo do CBM devido a sazonalidade foram observadas somente em
TPI-FS com maior valor observado na esta¢do chuvosa (Tabela 2.1). Cleveland, Towsend e
Constance (2004) relataram que a elevada quantidade de CBM durante a estacdo chuvosa
pode estar sendo controlada pela precipitacdo, pois esta ocasiona o transporte de carbono
organico lixiviado que foi acumulado durante a estagdo seca. No entanto, este efeito ndo foi
observado em ACH-FS indicando que o CBM em TPI-FS esteja atuando como um sumidouro
(sink) de C durante a estacdo chuvosa, o qual pode estar sendo influenciado pela presenca de
grande quantidade de carvdo na TPI, assim como a presenca de liteira da floresta acumulada
durante a estacdo seca. O NBM foi fortemente afetado pelo uso da terra em ambos os solos.
VariagOes sazonais do NBM foram observadas em TPI-PM e TPI-FS. Agosto apresentou
baixa precipitagdo mensal (~ 30 mm) a qual é menor do que a média observada na regido
(~ 58 mm) para esse més (http://www.bdclima.cnpm.embrapa.br/resultados/index.php),

indicando que as comunidades microbianas do solo podem estar atuando como sumidouro de
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nutrientes e como fonte de nutrientes durante a estacdo chuvosa quando o crescimento da
floresta é geralmente maior (TRIPATHI; SINGH, 2007). Além disso, Janeiro/2009 apresentou
uma das maiores anomalias de precipitacdo na Amazonia Central entre 25% e 50% acima do
normal (MARENGO, 2010). Isso poderia explicar o declinio do NBM durante a estacdo
chuvosa (Tabela 2.1). Curiosamente, TPI-FS ndo apresentou indicacdo de mineralizacéo do N
durante a estacdo chuvosa. A presenca de carvdo na TPl pode estar influenciando a
imobilizagdo do N no NBM, pois ndo foi observada nenhuma diferenga significativa nos
teores de C-solo e MO na TPI-FS. Além disso, é provavel que a TPI-FS tenha maior
disponibilidade de C organico e maiores taxas de atividade microbiana podendo desencadear
a imobilizacdo do N (BARRET; BURKE, 2000).

2.4.2 Biolog

Os padroes de utilizacdo de diferentes fontes de carbono mostraram que o0 uso da terra e
a sazonalidade pareceram afetar principalmente as comunidades bacterianas de ACH,
evidenciada pela mudanca devido a sazonalidade (Figura 2.1). A quantidade excessiva de
umidade do solo durante a estacdo chuvosa pode ter causado estresse nas bactérias em ACH
(Tabela 2.1). Dunn, Barro e Poth (1985) também mostraram que micro-organismos
fisiologicamente ativos foram mais sensiveis a umidade do solo do que 0s micro-organismos
dormentes em solos secos. Outro estudo mostrou que apds diversos eventos de secagem e
umidade, as taxas de respiracdo dos solos que sofreram estresse foram substancialmente
menores do que nos solos controle sem os eventos de perturbacdo (FIERER; SCHIMEL,
2002). Curiosamente, a utilizagéo das fontes de C na TPI foi menos influenciada pelo uso da
terra e sazonalidade (Figura 2.1 e Tabela 2.2) sugerindo que a funcionalidade das
comunidades microbianas na TPl ndo somente mostraram certa resisténcia ao uso da terra
como em eventos de estresse ambiental (e.g. elevada umidade). Isto sugere uma resisténcia ao
estresse ambiental apesar das mundacas significativas observadas na estrutura das
comunidades bacterinas na TPI (Figura 2.2). Girvan et al. (2005) também mostraram que 0s
solos ricos em material mineral e organico permitiram uma maior resisténcia dos micro-

organismos a perturbacdo, indicando que a complexa estrutura do solo pode ter proporcionado
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alguma protecdo a esses micro-organismos. Também foi importante observar a aparente
recuperacdo funcional de ACH durante a estacéo seca (Figura 2.1) demonstrando a adaptacéo
dos micro-organismos sobreviventes apds eventos de perturbacdo (GIRVAN et al., 2005).

2.4.3 Sazonalidade, uso da terra e propriedades do solo moldam a estrutura das

comunidades bacterianas do solo

A estrutura da comunidade bacteriana variou com a sazonalidade com diferengas
observadas durante as estacfes chuvosa e seca tanto na TPI quanto em ACH, indicando que as
comunidades bacterianas nesses solos possam ser dependentes da disponibilidade de umidade
e temperatura (GORDON; HAYGARTH; BARDGETT, 2008; BARCENAS-MORENO
et al., 2009). As anélises de MDS e SIMPER mostraram claramente que a sazonalidade e o
uso da terra afetaram ambos os solos (Figura 2.2 e Tabela 2.4). Parece que as comunidades
bacterianas em ACH foram mais sensiveis a sazonalidade indicando que as comunidades
bacterianas na TPl possam ser mais resistentes a eventos de perturbacdo. Nesse sentindo,
resisténcia pode ser definida como a habilidade de tolerar a um evento de perturbacdo ou
estresse (MCNAUGHTON, 1994). Cruz-Martinez et al. (2009), por exemplo, indicaram que
as comunidades microbianas do solo podem ser mais robustas a mudancas do clima do que
alguns macroorganismos do solo. Além disso, 0 uso da terra pareceu ter mais influéncia na
estrutura da comunidade bacteriana em ACH durante a estagdo seca (Figura 2.2). Talvez a
elevada precipitacdo observada em Janeiro/2009 (MARENGO, 2010) possa ter causado um
severo estresse na estrutura dessas comunidades omitindo assim um maior efeito do uso da
terra durante a estacdo chuvosa. A estrutura da comunidade bacteriana na TPl pareceu ser
mais afetada pelo uso da terra do que pela sazonalidade (Figura 2.2). Esses resultados
corroboram com outros estudos em solos tropicais da Amazonia, 0s quais mostraram que a
estrutura das comunidades de bactérias foi influenciada pelo uso da terra (JESUS et al., 20009;
NAVARRETE et al., 2010). Contradizendo parcialmente os achados desse estudo, Grossman
et al. (2010) nédo observaram mudangas na estrutura das comunidades bacterinas na TPI sob
diferentes usos da terra, o qual pode ser explicado pela diferenca na estratégia de amostragem
do referente estudo (por horizonte do solo) ou até mesmo a idade da floresta secundaria

estudada.
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Além disso, as diferentes propriedades do solo influenciaram a estrutura das
comunidades bacterianas durante as estacdes chuvosa e seca. A analise de ordenagdo CAP foi
utilizada para visualizar a possivel correlagdo das comunidades bacterianas em TPl e ACH
com suas propriedades do solo (Figura 2.3). Durante ambas as estagdes, a estrutura da
comunidade bacteriana da TPl se correlacionou positivamente com o pH e P. Estudos
anteriores também mostraram que o pH € uma importante propriedade do solo capaz de
alterar a estrutura da comunidade bacteriana (LAUBER et al. 2009; ROUSK; BROOKES,;
BAATH, 2009). Um recente estudo realizado por Kuramae et al. (2011) observou que o P foi
a propriedade do solo que melhor explicou a formacdo das comunidade microbianas em uma
série de solos com pH neutro (pH=7.0-7.5). A analise BEST, quando aplicada apenas para
TPI, indicou que o P foi realmente a melhor propriedade em indicar diferencas na estrutura
bacteriana (dados nédo apresentados). Habekost et al. (2008) detectaram distintas variagdes
sazonais na estrutura de comunidades microbianas, aléem de apresentar que a viabilidade e
qualidade de fontes organicas estejam influenciando a biomassa microbiana. A analise BEST
quando aplicada apenas para ACH apresentou 0 NBM como uma das propriedades do solo
responsavel em moldar a estrutura bacteriana nesses solos, assim como o Al que é conhecido
por influenciar as comunidades bacterianas em solos amazénicos (JESUS et al., 2009;
NAVARRETE et al., 2010). Esse resultado € de extrema importancia para as praticas de
manejo da biomassa microbiana do solo, pois esta pode atuar tanto como sumidouro gquanto
fonte de N disponivel para as plantas (FRIEDEL; GABEL; STAHR, 2001).

2.4.4 A composicdo das comunidades bacterianas quando afetadas pelo solo e uso da

terra

A andlise de pirosequenciamento revelou que as comunidades bacterianas na TPI séo
mais diversas do que em seu solo adjacente (ACH), corraborando com outros estudos
realizados em outros sitios TPIs (KIM et al., 2007; O’NEILL et al., 2009; GROSSMAN et al.,
2010). Os filos bacterianos dominantes em ambos os solos foram Proteobacteria,
Acidobacteria, Firmicutes e Actinobacteria. Estes resultados confirmam os resultados
observados em outros estudos com TPI utilizando tanto meétodos de cultivo como técnicas
independentes de cultivo (KIM et al., 2007; O’NEIL et al., 2009; GROSSMAN et al., 2010;
NAVARRETE et al., 2010). O teste Libshuff apresentou diferencas significativas na
composicdo da comunidade bacteriana de acordo com o solo estudado e uso da terra
(P < 0,0001). Este resultado confirma os agrupamentos formados de acordo com o solo e uso
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da terra utilizando a distancia de similaridade de Bray-Curtis (Figura 2.4). Maior parte das
mudangas observadas na composic¢do das comunidades em TPl e ACH foi a abundancia de
filotipos ja conhecidos por sua dominancia em solos (ROESCH et al., 2007; YOUSSEF;
ELSHAHED, 2009). Além disso, alguns filotipos raros se diferenciaram em sua abundéncia
de acordo com o solo e uso da terra. Synergistetes, por exemplo, apresentou maior abundancia
em PM independente do solo estudado, sendo este filo conhecido por utilizar aminoacidos que
proporcionam &cidos graxos e sulfato para degradadoras como as metanogénicas e bactérias
redutoras de sulfato (VARTOUKIAN; PALMER; WADE, 2007). Bacteroidetes apresentou
maior abundancia em ambos os sitios TPl e ACH-FS indicando que esse resultado pode estar
relacionado a sua rapida capacidade de explorar matéria organica biodisponivel (ABELL,
BOWMAN, 2005). Em relacéo a biosfera rara (ocorréncia < 0,1%), Nitrospira esteve presente
em ambos os solos sob FS indicando seu importante papel em solos de elevada atividade
microbiana como sdo os solos de floresta. Um elevado nimero de Actinobacteria néo
classificada foi observado na TPI sugerindo que Actinobacteria ainda ndo conhecida pode ter
um importante papel nas TPIs. Este filo é conhecido por compor grupos formadores de poros
contribuindo assim para a sobrevivéncia desses organismos sob eventos de estresse ambiental,
além de ter um papel importante na decomposicdo de materiais organicos (SCHIMDT et al.,
2005). Isto € particularmente importante na TPI por sua caracteristica peculiar de apresentar
um elevado acumulo de MO em seu horizonte antrépico que pode atingir até 2 m de
profundidade (KERN et al., 2003). Além disso, a detec¢do de filos como o Nitrospira sob FS
indica a importancia funcional dessas bactérias em areas de floresta. Attard et al. (2010)
sugeriram que Nitrospira tém um importante papel em solos de baixa atividade e que estes

provavelmente dominam ambientes com baixo teor de N.

Khodadad et al. (2011) observaram que Gemmatimonadetes e Actinobacteria tiveram
maior abundancia em solos aplicados com carvdo. No presente estudo, Gemmatimonadetes
também foi detectado na TPI e se correlacionou fortemente com a MO. Além disso, o pH do
solo mostrou ser uma forte propriedade do solo em moldar as comunidades de Acidobacteria
(JONES et al., 2009). Por outro lado, Acidobacteria se correlacionou negativamente com
C-solo e MO corroborando com os resultados encontrados por Fierer, Bradford e Jackson
(2007). No entanto, este resultado ndo descarta a possibilidade do pH influenciar as
subdivisbes de Acidobacteria, como por exemplo, Gpl, Gp2 e Gp3 que apresentaram maior
abundancia em ACH (pH mais acido) e Gp 6 na TPI (pH menos acido) (JONES et al., 2009).

Alguns resultados contrastantes foram observados na maior abundancia de Actinobacteridae
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em ACH (pH mais acido) e Rubrobacteriadae ndo apresentou maior abundancia na TPI (pH
menos &cido) (LAUBER et al., 2009). Chloroflexi, Nitrospira e Planctomycetes se
correlacionaram positivamente com o pH e P, e negativamente com o Al indicando que estes
filos podem possuir um papel funcional importante nas TPIs. No entanto, ainda sdo escassas
as informacdes sobre a funcionalidade desses filos. Chloroflexi, por exemplo, aparenta estar
envolvido na degradacdo de componentes complexos como polissacarideos e proteinas
(MIURA; OKABE, 2008). Curiosamente, analises gendmicas comparativas tém indicado a
importancia da transferéncia lateral de genes entre Nitrospira e Planctomycetes anaerébicos
oxidadores de amonio, os quais compartilham a NXR (enzima nitrito oxiredutase) assim como
outras proteinas sugerindo que importantes processos do ciclo do N podem estar
evolutivamente conectados (LUCKER et al., 2010).

2.5 Conclusoes

Este estudo apresentou evidéncias de que o uso da terra e a sazonalidade influenciam as
comunidades bacterianas em TPl e ACH. A estrutura da comunidade bacteriana se
diferenciou em ambos os solos e o nimero de T-RFs foi maior na TPI. AWCD (dos substratos
de Biolog) foram maiores em TPI do que ACH durante a esta¢do chuvosa e manteve 0 mesmo
padrdo de consumo de carbono durante a estacdo seca. Este resultado indica que a
funcionalidade das bactérias na TPI foi menos afetada pela sazonalidade demonstrando que
essas comunidades sao mais resistentes ao estresse ambiental (e.g elevada umidade do solo), e
a presencga do carvdo na TPI pode estar atuando como um “tampao” (buffer) protegendo esses
micro-organismos a eventos de estresse. A tecnologia de pirosequenciamento foi uma
ferramenta importante para acessar mudancas na composicéo e distribuicdo bacteriana devido
ao solo e uso da terra. Alguns filos (e.g. Chloroflexi e Nitrospira) se correlacionaram com as
propriedades da TPI (e.g. pH e P) indicando que esses filos podem ter um papel importante
nos ciclos biogeoquimicos, especialmente sob diferentes usos da terra. Portanto, estes
resultados indicaram que a TPI sustenta uma elevada diversidade bacteriana, comunidades
bacterianas ativas e que alguns filos se correlacionaram com propriedades do solo tipicas das
TPIs. Estes resultados fornecem uma importante informacdo de que as propriedades do solo
da TPI podem ser um microhabitat favoravel para os micro-organismos do solo. Portanto, os
resultados encontrados nesse estudo enfatizam a necessidade de futuros estudos envolvendo
0s micro-organismos participantes nos ciclos biogeoquimicos, e avaliagdes da influéncia das

mudangas climaticas nas comunidades microbianas das TPIs.
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3 COMUNIDADES BACTERIANAS DA RIZOSFERA DE PLANTAS
LEGUMINOSAS NA TERRA PRETA DE INDIO

RESUMO

O tipo de planta € um papel determinante na estrutura das comunidades microbianas do solo,
pois as plantas séo as principais fontes especificas de carbono e de energia. Ainda ndo é bem
conhecida como a rizosfera na presenca de diferentes tipos de solos podem afetar as
comunidades bacterianas, principalmente em condi¢des tropicais Umidas. Pouco é conhecido
sobre 0 efeito de espécies de plantas leguminosas em Terra Preta de Indio (TPI) nas
comunidades microbianas da rizosfera. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos
de duas espécies de plantas leguminosas nativas, que frequentemente ocorrem na regido
Amazonica em sitios florestais (Mimosa debilis) e em éareas de clareiras (Senna alata), nas
comunidades bacterianas da rizosfera da TPI e solo adjacente (Argissolo amarelo). A estrutura
da comunidade bacteriana foi avaliada utilizando a técnica de Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restricdo Terminal (T-RFLP) e a composi¢do da comunidade bacteriana foi
acessada por sequenciamento em larga escala (pirosequenciamento), e 0s resultados
analisados em conjunto com as caracteristicas abidticas do solo e biomassa da planta. Em
ambos os solos, a analise de T-RFLP mostrou claramente menor riqueza e diversidade das
comunidades bacterianas na rizosfera de S. alata quando comparadas com M. debilis e solo
controle (sem planta). Diferencas na composicdo de alguns filos bacterianos da rizosfera de
M. debilis e S. alata mostraram efeitos da regido da raiz que contribuiram para moldar as
comunidades bacterianas. Adicionalmente, os filos mais abundantes (Acidobacteria,
Actinobacteria e Proteobacteria) foram mais influenciados pelo tipo de solo do que pelas
espécies de plantas. Estes resultados mostram que a interacdo entre espécies de plantas e tipo

de solo contribuiram para moldar as comunidades bacterianas na TPI.

Palavras-chave: Terra Preta de Indio. Rizosfera. Bactéria. T-RFLP. Pirosequenciamento.
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RHIZOSPHERE BACTERIAL COMMUNITIES OF LEGUMINOUS PLANTS IN
AMAZONIAN DARK EARTH
ABSTRACT

Plant type is one determinant factor in structuring soil microbial community, as plants are the
main sources of specific forms of carbon and energy. Still it is not well known how the
rhizosphere from highly contrasting soil types may affect bacterial communities, especially
under humid tropical conditions. Knowledge on the effects of native leguminous plant species
in Amazonian Dark Earth (ADE) rhizosphere microbial communities is still not known.
Therefore, the aim of this study was to assess the effects of two leguminous plant species,
which frequently occur in the Amazon region in forest sites (Mimosa debilis) and open areas
(Senna alata), on rhizosphere bacterial communities of ADE and its adjacent soil (Haplic
Acrisol). Bacterial community structure was evaluated using the Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) and bacterial community composition by high-
throughput sequencing (pyrosequencing), and resulting data analyzed together with soil
abiotic characteristics and plant biomass. In both soil types, T-RFLP analysis showed a clear
rhizosphere effect of S. alata on richness and diversity of bacterial communities which were
lower when compared to M. debilis and the control soil (without plant). Differences in
composition of some rhizosphere bacterial phyla from M. debilis and S. alata showed that
root zones effects contributed to shape these bacterial communities. Furthermore, the most
abundant phyla (Acidobacteria, Actinobacteria and Proteobacteria) were mostly influenced by
soil type than by plant species. These results showed that the interaction of plant species and

soil type all contributed to shape the bacterial communities of ADE.

Key-words: Amazonian Dark Earth. Rhizosphere. Bacteria. T-RFLP. Pyrosequencing.
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3.1 Introducéo

O tipo de planta é um fator determinante para moldar a estrutura de comunidades
microbianas do solo, pois as plantas sdo responséveis pelas principais fontes de carbono e
energia (GARBEVA; van VEEN; van ELSAS, 2004). Desse modo, a atividade do sistema das
raizes pode estar igualmente envolvida na deposi¢do de componentes organicos em solos. Os
exudatos das raizes sdo conhecidos como um dos principais fatores que afetam as
comunidades microbianas. As raizes das plantas liberam componentes organicos soluveis,
como acUcares, aminoacidos e acidos organicos, atraindo provavelmente as comunidades
microbianas. A rizosfera € o solo presente na regido da raiz que esta sujeito diretamente a
influéncia das raizes das plantas, e é caracterizado por elevada atividade microbiana
(HILTNER, 1904). O habitat das raizes das plantas e proximo da raiz € uma regido muito
complexa, a qual a maior parte dos micro-organismos presentes ainda é desconhecida e nédo
cultivdveis (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995).

A estrutura e funcdo das comunidades microbianas da rizosfera s&o influenciadas por
diversos fatores. Alguns estudos tém mostrado que mudangas na composicdo das
comunidades microbianas estdo associadas a diferencas em enzimas presentes nos solos e que
estdo envolvidas nos ciclos do C e N (KOURTEV; EHRENFELD; HAGGBLOM, 2002;
MARSCHNER; GRIERSON; RENGEL, 2005). A presenca das plantas pode também
favorecer o seu proprio crescimento por ser capaz de alterar as propriedades do solo (e.g.
viabilidade de nutrientes) assim como ativar a atividade bioldgica do solo a qual também pode
inibir o crescimento de outras plantas (NIU et al., 2007). Além disso, existe evidéncia de que
0S micro-organismos estdo envolvidos em diversos processos na rizosfera, como por exemplo,
a mobilizacdo de nutrientes na regido da rizosfera (SCHILLING et al., 1998; DEUBEL,
GRANSEE, 1996), e que os exudatos das plantas afetam a interacdo entre os exudatos das
raizes e 0s micro-organismos (DEUBEL; GRANSEE; MERBACH, 2000). Diversos estudos
foram conduzidos com o intuito de avaliar o impacto de diferentes espécies de plantas nas
comunidades microbianas da rizosfera. Rizodepdsitos podem ser altamente especificos para
determinada espécie de planta e acredita-se que este pode seletivamente enriquecer a rizosfera
com micro-organismos capazes de utilizar diversos compostos organicos (DUINEVELD
et al., 1998; 2001).
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Alguns outros estudos observaram a selecdo de grupos especificos na rizosfera de
plantas hospedeiras do fungo patogénico Verticillium dahlia (SMALLA et al., 2001), plantas
pioneiras ou nativas da Holanda (KOWALCHUK et al., 2002), e espécies de bactéria e
arqueia associadas a supressdo de doencas (MENDES et al., 2011). Muitos desses estudos na
rizosfera tém confirmado a influéncia das raizes das plantas na estrutura e composicdo das
comunidades microbianas. No entanto, outros estudos tém mostrado um forte impacto das
propriedades do solo na estrutura da comunidade microbiana da rizosfera (GIRVAN et al.,
2003; NUNAN et al., 2005) enquanto outros tém indicado a importancia tanto das espécies de
plantas quanto das caracteristicas dos solos (ALVEY et al., 2003; MARSCHNER et al.,
2001).

Ainda ndo é bem conhecido como diferentes espécies de plantas podem selecionar
comunidades microbianas da rizosfera de solos com propriedades contrastantes,
principalmente sob condig¢des tropicais Umidas. Os efeitos de plantas leguminosas nativas da
Amazodnia cultivadas em solos ricos com carvdo (i.e. Terra Preta de Indio - TPI) nas
comunidades bacterianas da rizosfera ainda é desconhecido. Os tecidos de plantas
leguminosas capazes de nodular e de espécies de plantas ndo noduladoras tendem a ser mais
ricas em N do que a maior parte das plantas ndo leguminosas (MCKEY, 1994), o que
provavelmente ocasionara mudancas nas comunidades microbianas da rizosfera. Além disso,
as TPIs sdo solos altamente férteis que foram criados intencionalmente ou ndo
intencionalmente por populacdes pré-Colombianas e sdo capazes de se manter férteis mesmo
apos continuo uso agricola (LEHMANN et al., 2003; TEIXEIRA; MARTINS, 2003).

Portanto, o principal objetivo desse estudo foi acessar o efeito de duas plantas
leguminosas nativas da regido amazonica, que ocorrem frequentemente em areas de floresta
(Mimosa debilis) e areas de clareira (Senna alata), cultivadas em TPI e seu solo adjacente
(Argissolo amarelo, ACH) nas comunidades bacterianas da rizosfera. A estrutura da
comunidade bacteriana foi avaliada pela técnica do Polimorfismo do Tamanho do Fragmento
de Restricdo Terminal (T-RFLP) e a composi¢do dessas comunidades por sequenciamento em

larga escala (pirosequenciamento).
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Experimento em casa de vegetacao

Os solos para o experimento da rizosfera foram coletados na Estacdo Experimental do
Caldeirdo pertencente a Embrapa Amazonia Ocidental, Iranduba, Amazonas. Os solos foram
coletados em duas areas de floresta secundaria (uma na TPI e outra no solo adjacente, ACH) e
em duas areas com plantio de mandioca (uma na TPl e outra no solo adjacente, ACH).
Informacgdo detalhada sobre a descricdo e classificagdo dos solos encontra-se na Segéo
Materiais e Métodos (pagina 31, capitulo 2). As amostras foram coletadas em tubos de PVC
(10 cm de didmetro e 15 cm de altura) e estabelecidas em triplicatas para cada tratamento
(duas espécies de plantas nativas e um solo controle sem planta) do mesocosmo. O
experimento foi estabelecido em casa de vegetacdo da Embrapa Amazonia Ocidental. Duas
espécies leguminosas nativas foram selecionadas para o cultivo em experimento de
mesocosmo, sendo uma tipicamente encontrada em areas de floresta (Mimosa debilis) e outra
em areas de clareiras (Senna alata). Antes do semeamento, as sementes (proveninentes do
banco de sementes do INPA-Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus,
Amazonas) foram esterilizadas por breve imersdo em alcool 70%, e para aumentar o poder de
germinacéo estas foram tratadas com agua quente a 100°C ou por escarificagdo mecanica. As
sementes foram germinadas diretamente no mesocosmo e regadas diariamente até atingir a
capacidade de retencdo de &gua do solo. O experimento de mesocosmo foi mantido sob
temperatura e condi¢des de luminosidade locais. Apos 90 dias de crescimento, as plantas
foram cuidadosamente removidas dos mesocosmos e 0s solos aderentes a raiz foram

considerados como solos da rizosfera.

3.2.2 Propriedades quimicas da rizosfera e solo controle e peso da biomassa seca da

parte aérea

Amostras de solos foram retiradas de cada mesocosmo em novembro de 2008 para
determinar o efeito da presenca das raizes nas propriedades quimicas do solo. Apoés as plantas
serem cuidadosamente retiradas dos mesocosmos, estas foram agitadas vigorosamente dentro
de sacos plasticos sendo estes os solos enviados para a determinacdo das propriedades

quimicas do solo. As amostras de solos foram analisadas em triplicatas para pH (H20, 1:1),
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extratores de Al, Ca e Mg (1M KCI), extratores de Cu, Fe, K, Mn, Na, P e Zn (solucao dupla
de &cido sulfarico a 0,025M e &cido cloridrico a 0,05M, Mehlich-1), C orgénico do solo
(C-solo) (método Walkely-Black; matéria orgénica do solo (MO) = C-solo x 1,724) e
capacidade de troca de cétions (CTC) (soma de todos os cétions trocaveis mais o Al e H
trocaveis) (EMBRAPA, 1998). As plantas foram colhidas apo6s 90 dias, e a biomassa seca da

parte aérea foi determinada apds secagem a 60°C por 48h.

3.2.3 Andlise das propriedades quimicas e biomassa seca da parte aérea

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a P < 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa STATISTICA v.10 (StatSoft, Tulsa, Ok, USA).

3.2.4 Extracdo de DNA da rizosfera e solos controle

A extracdo de DNA da rizosfera e solos controle foram realizadas em triplicatas para
cada amostra utilizando o kit de extracdo de DNA MoBio PowerSoil DNA de acordo com as
instrucdes indicadas pelo fabricante (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA, USA). A pureza e a
quantidade do DNA extraido foram determinadas por densidade Gptica em espectrofotémetro
(NanoDrop ND-1000 UV/vispectrophotometer, Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Germany). O DNA obtido foi armazenado a -20°C.

3.2.5 T-RFLP do gene 16S rRNA de bactéria

A estrutura da comunidade de bactéria foi determinada pela técnica de T-RFLP. Os
primers utilizados para as reacdes de amplificagdo, o mix da reacdo (25 pL) e condic¢des do
termociclador estdo descritos na Secdo Material e Métodos (pagina 33, capitulo 2).
InformagOes detalhadas sobre as analises dos dados de T-RFLP encontram-se na Segéo

Material e Métodos (pagina 35, capitulo 2).
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3.2.6 Pirosequenciamento do gene 16S rRNA de bactéria

Sequéncias parciais do gene 16S rRNA foram obtidas a partir de pirosequenciamento
utilizando os primers 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) e 806R
(5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3") tendo como alvo a regido V3 (comprimento do
fragmento ~ 350 pb) do gene 16S rRNA (LAUBER et al., 2008). Além disso, cada primer
continha o adaptador GT linker da Roche 454-B pyrosequencing, enquanto o primer 806R
continha o adaptador GG linker também da Roche 454-A. Cada primer continha um barcode
de 12 pb. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em triplicatas em mix contendo 2,5x
de tampéo, 0,2 mM of cada dNTP, 0,5 uM de cada primer (Alpha DNA, Montreal, Canada),
10 ng de DNA e 0,056 U de FastStart High Fidelity PCR System enzyme blend (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, USA) e agua MilliQ até atingir o volume final de 25 pL.
As condictes do termociclador foram 95°C por 5 min, seguidos de 25 ciclos a 95°C por 30s,
53°C por 1 min, 59°C por 45s, e extenséo final de 72°C por 10 min. Cada produto de PCR foi
purificado utilizando o kit da Qiagen PCR purification kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) e
guantificados em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). Os produtos purificados foram enviados para pirosequenciamento a
Macrogen Inc. Company (South Corea) em sequenciador Genome Sequencer FLX System
(454 Life Sciences, Branford, CT, USA).

3.2.7 Anélise de pirosequenciamento

Os dados de pirosequenciamento foram processados utilizando o pipeline QIIME
v. 1.2.1 (CAPORASO et al.,, 2010). As sequéncias foram extraidas do arquivo Standard
Flowgram Format (SFF) utilizando a plataforma Galaxy (GOECKS; NEKRUTENKO;
TAYLOR, 2010). O comprimento médio das sequéncias foram entre 200 a 350 pb com indice
de qualidade inferior a 20. Erros nas sequéncias introduzidos durante o pirosequenciamento
foram detectados com o programa Denoiser 0.91 (REEDER; KNIGHT, 2010). Sequéncias
quiméricas foram checadas utilizando a implementacio UCHIME (EDGAR et al., 2011).
Sequéncias de qualidade foram agrupadas em unidades taxonémicas operacionais (OTUS)
com cutoff de 97% utilizando o programa UCLUST v. 1.2.21 (EDGAR, 2010). A taxonomia
das sequéncias foi atribuida a sequéncias representativas do Ribosomal Database Project
(RDP) classifier. Analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (P < 0,05) foi utilizada
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para verificar possiveis diferencas entre a composicdo de bactérias na rizosfera e solo
controle. Correlagdes entre os grupos filogenéticos, propriedades do solo e biomassa seca da
parte aérea foram testadas pelo coeficiente de correlacdo de Spearman. As analises estatisticas
foram realizadas no programa STATISTICA v. 10 (StatSoft, Tulsa, USA).

3.3 Resultados

3.3.1 Propriedades do solo e da rizosfera e biomassa seca da parte aérea

A presenca das raizes das plantas teve um efeito substancial nas propriedades quimicas
do solo, especialmente devido a presenca das plantas (Tabela 3.1). Decréscimos significativos
foram observados nos teores de Ca, CTC, K, Mg, Mn, Na, C-solo e matéria organica (MO)
em TPI cultivada com M. debilis e S. alata quando comparada ao solo controle (vasos sem
planta). Além disso, a presenca das raizes causou um aumento na concentracao de Cu e Fe nas
TPIs. Resultados similares ao da TPl ndo foram observados em ACH, independente da
espécie de planta, mas foi observado no teor de Na. Ainda em ACH, os contetdos de Mn e Zn

mostraram um aumento significativo em S. alata.

Apdbs 90 dias, a parte aérea das plantas também foi coletada, e ap6s secagem foi feita
pesagem da biomassa seca da parte aérea. As médias da biomassa seca das duas plantas
estudadas e cultivadas em TPl e ACH apresentam-se na Tabela 3.2. Plantas cultivadas na TPI
apresentaram maior biomassa seca quando comparadas com as plantas cultivadas em ACH.
Além disso, diferencas significativas na biomassa seca foram observadas entre M. debilis e

S. alata cultivadas em TPI, mas ndo em ACH.
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Tabela 3.1 - Propriedades do solo da rizosfera e solo controle da Terra Preta de indio e solo adjacente

(Argissolo amarelo, ACH)

Propriedades

Terra Preta de indio

Solo adjacente (ACH)

s?)(ljo M. debilis S. alata Controle M. debilis S. alata Controle
Al 0,03+0,02 0,05+0,04 0,00+0,01 1,71+0,22 1,41+0,18 1,84+0,16
Ca 3,74+0,12 b 3,97+0,09 b 5,39+0,48 a 0,18+0,06 0,32+0,16 0,14+0,06
CTC 4,70+0,15b 5,16+0,11 b 6,98+0,62 a 2,04+0,30 1,94+0,34 2,15+0,22
Cu 1,1940,12 a 1,26+0,18 a 0,780,111 b 0,08+0,01 0,70+£1,01 0,11+0,02
Fe 2413 a 27+4 a 18+3 b 23751 183+120 228+11
K 1031 b 1021 b 106+1 a 102+1 102+1 103+1
Mg 0,87+0,08 b 1,08+0,06 b 1,47+0,13 a 0,10+0,01 0,13+0,03 a 0,10+0,02 b
Mn 57,13+8,93 b 73,8845,58b  87,26+10,27 a 0,75+0,06 b 17,96+27,41 a 1,27£0,22 a
Na 102+0 b 101+1 b 103+l a 104+1 b 102+1 103+1
P 11724 136443 13249 410 5+1 8+5
PH:gua 5,32+0,17 5,18+0,18 5,46+0,13 3,59+0,12 3,81+0,18 3,67+0,34
C-solo 13,40+0,72 b 13,39+1,09 b 17,89+0,72 a 8,92+1,05 9,27+1,54 9,67+1,01
MO 23,04+1,24 b 23,02+1,88 b 30,77+1,88a  15,35+1,82 15,95+2,65 16,63+1,74
Zn 16,43+2,28 15,18+3,05 18,37+0,67 4,34£3,10 b 13,49+4,84 a 2,42+2,63 b

ZAl, Ca, CTC, Mg (cmol, dm™); C-solo, MO (g kg™®); Cu, Fe, K, Mn, Na, P, Zn (mg dm™).
bAbrevia(;()es: CTC, capacidade de troca de céations; C-solo, carbono organico do solo; MO, matéria organica do

solo.

¢ Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, P < 0,05).
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Tabela 3.2 - Peso seco da biomassa da parte aérea de M. debilis
e S. alata cultivadas na Terra Preta de Indio e solo adjacente
(Argissolo amarelo, ACH)

Solos Plantas
Mimosa debilis Senna alata
Terra Preta de indio 2,67+0,40 a 1,60+0,21 b
Solo adjacente (ACH) 0,54+0,28 ¢ 0,81+0,02 ¢

3.3.2 Estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera e solo controle

A analise de T-RFLP do gene 16S rRNA foi utilizada para investigar a estrutura das
comunidades de bactérias da rizosfera e solo controle na TPI (solo rico em nutrientes e
carvdo) e ACH (solo pobre em nutrientes e sem a presenca de carvdo). A andlise de ordenacgéo
MDS, a partir dos dados de T-RFLP, indicou claramente que a rizosfera e o solo controle
influenciaram as estruturas das comunidades bacterianas. O perfil de T-RFLP também
mostrou um forte efeito das propriedades do solo na estrutura das comunidades bacterianas da
rizosfera. As mudancas observadas na estrutura das comunidades bacterianas da rizosfera
foram confirmadas por PERMANOVA mostrando diferencas significativas dependendo da
espécie de planta e tipo de solo (P = 0,001).
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Figura 3.1 - Anélise de ordenacdo de escala multidimentional (MDS) baseada no coeficiente de
similaridade de Bray Curtis (transformagdo via raiz quadrada) das comunidades de bactéria da
rizosfera e solo controle em Terra Preta de Indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH)

Os padrdes observados pela analise de MDS e PERMANOVA foram também
verificados pela Anéalise de Similaridade (ANOSIM). O teste ANOSIM também apresentou
diferencas significativas (R = 1, P < 0,001) na estrutura das comunidades bacterianas da

rizosfera e solo controle para todas as amostras estudadas.

Apesar do efeito dominante do solo, a partir dos dados obtidos pelo T-RFLP, claras
diferencas foram observadas entre a rizosfera e o solo controle principalmente na riqueza de
T-RFs e no indice de diversidade de Shannon (Tabela 3.3). Houve um significante decréscimo
na riqueza de T-RFs e diversidade na rizosfera de S. alata quando comparada a M. debilis e ao
solo controle, independente do tipo de solo. A riqueza de T-RFs e o indice de diversidade de

Shannon foram similares entre M. debilis e o solo controle.
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Tabela 3.3 - Namero total de T-RFs e indices de riqueza (d) e diversidade de Shannon (H’) das
comunidades de bactéria da rizosfera e solo controle em Terra Preta de indio (TPI) e solo
adjacente (Argissolo amarelo, ACH)

Plantas e solos Nimero total d H’
de T-RFs
Terra Preta de indio
Mimosa debilis 56 13,03 ab 3,94
Senna alata 39 11,32b 3,74
Controle 58 13,64 a 3,90
Solo adjacente (ACH)
Mimosa debilis 50 12,10 a 3,73a
Senna alata 47 9,51b 3,50Db
Controle 57 13,56 a 3,89a

3.3.4 Composicdo bacteriana da rizosfera e solo controle

As sequéncias classificadas para a rizosfera e solo controle foram afiliadas em
13 diferentes filos e estdo apresentadas na Tabela 3.4. Os filos mais abundantes (> 5%)
variaram de acordo com o tipo de solo. Os filos dominantes na TPl foram Proteobacteria,
Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia e Bacteroidetes. Para ACH, os filos mais
abundantes foram Proteobacteria, Acidobacteria e Actinobacteria. Entre os filos raros (< 1%)
encontram-se Chlamydiae, Chloroflexi e Cyanobacteria observados em ambos 0s solos.
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Tabela 3.4 - Composicdo das comunidades de bactéria da rizosfera e solo controle em Terra Preta de

indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH)

. TPI TPI TPI ACH ACH ACH
Filos S. alata M. debilis Controle S. alata M. debilis Controle
Acidobacteria 9,68+1,90 11,61+0,78 9,37+0,83 23,74+4,70 31,7415,86 28,72+6,84
Actinobacteria 7,17+£2,02 6,69+0,39 6,68+0,66 13,18+3,57 9,76x1,74 11,33£1,71
Bacteroidetes 7,27+3,22 6,42+1,39 3,69+0,75 2,62+0,18a 1,68+0,40b  1,21+0,66b
Chlamydiae 0,16+0,14 0,22+0,10 0,32+0,09 0,62+0,47 0,56+0,47 0,54+0,40
Chloroflexi 0,21+0,13 0,12+0,08 0,12+0,08 0,00£0,00 0,06+0,03 0,01+0,01
Cyanobacteria 0,09+0,10 0,13+0,10 0,10+0,08 0,08+0,03 0,11+0,12 0,04+0,07
Firmicutes 4,92+2 .84 1,44+0,55 1,03+0,18 0,90+0,11b 0,71£0,19b  1,44+0,38a
Gemmatimonadetes 0,8240,11b 1,20+0,06b 1,49+0,42a 0,20+0,08 0,55+0,15 0,58+0,35
Nitrospira 1,93+0,29 2,25+0,24 2,52+0,68 0,00£0,00 0,06+0,05 0,14+0,10
Planctomycetes 2,40+0,63b 2,56+0,37b 3,79+0,35a 1,26+0,22 1,04+0,10 1,59+1,10
Proteobacteria 33,41+2,58 33,36+0,57 30,13+3,46 41,94+2,94 38,0045,29 33,12+4,65
Verrucomicrobia 6,19+0,64b 8,22+1,33b 11,22+1,26a 3,61+0,68 3,05+1,54 3,43+0,98
WS3 1,62+0,61a 0,44+0,31b  0,56+0,27ab 0,00+0,00 0,00+0,00 0,03+0,03
Outros 24,11+3,41 25,31+1,79 28,94+1,97 11,84+1,28 12,84+1,61 17,8+5,09

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (teste de Tukey, P < 0,05).

A abundancia dos diferentes filos bacterianos foi afetada dependendo da espécie de
planta e tipo de solo. As abundancias relativas de Gemmatimonadetes, Planctomycetes e
Verrucomicrobia apresentaram um decréscimo significativo em TPI-M. debilis e TPI-S. alata
guando comparada aos solos controle. Além disso, houve um aumento significativo na
abundéancia relativa de WS3 em TPI-S. alata. Mudancgas na abundéancia relativa de alguns filos
em ACH mostraram comportamento diferente aos observados na TPI. Apenas dois filos foram
influenciados pela rizosfera. Bacteroidetes apresentou um significativo aumento em ACH-S.
alata, e um decréscimo na abundéncia relativa de Firmicutes foram observados em ACH-M.
debilis e ACH-S. alata. Curiosamente, houve um aumento significativo de Proteobacteria em
ACH-M. debilis e ACH-S. alata quando comparado a TPI-M. debilis e TPI-S. alata.
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3.3.5 Relagéo entre a estrutura e a composi¢do da comunidade bacteriana com as
propriedades do solo e biomassa seca da parte aérea

Os padrdes de T-RFLP da rizosfera e solo controle mostraram diferencas significativas
na estrutura da comunidade bacteriana (PERMANOVA, P = 0,001). O procedimento BEST
foi aplicado para determinar quais propriedades do solo melhor explicam as diferencas
observadas na estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera. Quando todas as amostras
foram incluidas na analise, as propriedades do solo Al e P foram as que se correlacionaram
com a estrutura da comunidade bacteriana (correlagdo de Spearman, Rho = 0,604, P = 0,001).
E quando analisadas separadamente, dependendo do tipo de solo, a estrutura da comunidade
bacteriana na TPI se correlacionou com Mg e Mn (correlacdo de Spearman, Rho = 0,363,
P = 0,300), e de ACH se correlacionou com Mg, Mn e P (correlacdo de Spearman, Rho =
0,275, P = 0,402). No entanto, as correlacbes obtidas separadamente por tipo de solo nédo

apresentaram diferencas significativas.

Com a intencdo de relacionar a composi¢do da comunidade bacteriana da rizosfera com
as propriedades do solo e biomassa seca da parte aérea, foi aplicada a correlagdo
separadamente para TPl e ACH (Tabela 3.5). Ao contréario dos resultados de T-RFLP, a
correlacdo entre a abundancia dos filos, propriedades do solo e biomassa seca da parte aérea

apresentaram correlacdes significativas para diferentes filos em TPl e ACH.



Tabela 3.5 - Correlacdo de Spearman entre filos de bactérias da rizosfera e solos controle com as propriedades do solo
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Filos

Al Ca

CTC

Cu

Fe

K

Mg

Mn

Na C-solo

MO Zn Biomassa

Terra Preta de indio
Acidobacteria
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Firmicutes
Gemmatimonadetes
Planctomycetes
Verrucomicrobia
Solo adjacente (ACH)
Bacteroidetes
Chlamydiae
Chloroflexi
Cyanobacteria
Firmicutes
Gemmanotinadetes
Nitrospira

WS3

-0,767*

-0,767*

0,729*

0,720*

-0,817**

0,683*

0,733*

-0,667*

-0,683*

0,840**

-0,748*

0,916***

-0,840%*

-0,783*

0,700*

0,706*

0,790*

-0,683*

0,694*

0,831**

-0,755*

-0,667*

0,843**

0,733*

-0,858**

0,740*

0,763*

-0,667*

0,733*

0,733*

0,749*

0,848**

-0,733*

0,707*

A% p < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001; ® Abreviagbes: CTC, capacidade de troca de cétions; C-solo, carbono organico do solo; MO, matéria orgénica do solo.
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Para TPI, por exemplo, Acidobacteria apresentou correlacdo negativa com Ca, CTC e
Mg, mas positiva com a biomassa seca da parte aérea. Bacteroidetes mostrou correlacéo
negativa com Mn e Na. Firmicutes apresentou forte correlagdo positiva com Fe e se
correlacionou negativamente com C-solo e MO. Planctomycetes apresentou correlagéo
positiva com K, seguida de CTC, Mg e Na. Verrucomicrobia se correlacionou negativamente
com Cu e K, e se correlacionou positivamente com C-solo e MO. Em ACH, Bacteroidetes se
correlacionou negativamente com Al e positivamente com Mg e Zn. Firmicutes mostrou forte
correlacdo com a biomassa seca da parte aérea. Chlamydiae, Chloroflexi, Nitrospira e WS3
apresentaram correlacdo apenas com a propriedade do solo de ACH. Chlamydiae se
correlacionou positivamente com Ca, CTC e Mg, e Chloroflexi com Mn. Gemmanotinadetes
teve forte correlacdo negativa com Na, e Nitrospira correlacdo positiva com Mn. WS3 se

correlacionou positivamente com Ca e Zn.

3.4 Discussao

3.4.1 Variacdo nas propriedades do solo e biomassa seca da parte aérea

A presenca das raizes das plantas teve um substancial efeito nas propriedades quimicas
dos solos estudados, especialmente na TPI (Tabela 3.1). Maior parte dessas propriedades do
solo mostraram uma reducdo em seu contetdo nos solos influenciados pela raiz na TPI,
independente da espécie de planta. As propriedades quimicas das raizes, que
consequentemente podem influenciar a nutricdo mineral das plantas, ja foram apresentadas
para diversas espécies de plantas (HINSINGER; GILKES, 1996; MARSCHNER et al., 1986).
A diminuicdo no contetdo de K, por exemplo, também foi observado na rizosfera de B. napus
(KUCHENBUCH; JUNGK, 1982) e acredita-se que essa diminui¢cdo em K pode ter sido pela
consequente utilizacdo desse nutriente pelas plantas (HINSINGER; JAILLARD, 1993). Outro
estudo mostrou uma maior concentragdo em Mn nas raizes de L. albus (DINKELAKER,;
ROMHELD; MARSCHNER, 1989). A mesma tendéncia foi observada apenas para Na em
ACH nas duas plantas estudadas, indicando que as raizes das plantas tiveram um menor efeito
nas propriedades quimicas de ACH. Curiosamente, houve um aumento no teor de Cu e Fe em
ambas as plantas cultivadas na TPI, e em Zn quando cultivada em ACH-S. alata. Dinkelaker,
Rémheld e Marschner (1989) também observaram um aumento na viabilidade de Fe e Zn na

rizosfera. E também conhecido que fitosiderdforos liberados pelas
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raizes das plantas aumentam a viabilidade de Fe e Zn (VON WIREN; ROMHELD;
MARSCHNER, 1993; NORVELL et al., 1993; ZHANG, 1993). McGrath, Shen e Zhao
(1997) hipotetizaram que o solo da rizosfera tende a possuir uma elevada concentragdo de Zn
quando comparado ao solo controle sem a presenca da raiz, devido ao menor pH observado na
rizosfera. Outro resultado interessante nesse estudo foi o0 decréscimo significante no contetdo
de C-solo e MO tanto em M. debilis quanto em S. alata. Bambara e Ndakidemi (2010)
observaram, por exemplo, que a presenca de Rhizobium causou um decréscimo na acidez do
solo, aumentando assim o pH. Solos acidos sdo conhecidos por limitar a absor¢do de alguns
nutrientes importantes como o P (DAKORA; PHILLIPS, 2002) e na decomposi¢do de
materiais organicos no solo (MOTAVALLIET et al., 1995). De fato, TPI apresenta elevados
valores de pH e suporta uma quantidade significante de nutrientes importantes para a planta
como o P e N (LEHMANN et al., 2003) e parece que essa caracteristica da TPI influenciou

positivamente o crescimento das plantas leguminosas estudadas (Tabela 3.1).

3.4.2 Influéncia das plantas leguminosas na estrutura da comunidade bacteriana da

rizosfera

Varios estudos tém sido realizados para explorar a influéncia da rizosfera na estrutura
das comunidades bacterianas (KOWALCHUK et al., 2002; MARSCHNER; CROWLEY;
YANG, 2004; SMALLA et al., 2001); no entanto, maior parte dessas pesquisas sdo em
plantas agricolas ou em regides temperadas. Nesse estudo, foi acessada a estrutura da
comunidade bacteriana, a partir da técnica de T-RFLP, da rizosfera de duas plantas nativas da
Amazonia cultivadas em TPl e ACH. A analise de ordenacdo MDS mostrou claramente uma
alteracdo na estrutura da comunidade bacteriana devido a presenca das plantas tanto em TPI
quanto em ACH (Figura 3.1), sendo possivel detectar uma forte influéncia do solo assim
como da planta. Em revisdes realizadas por Garbeva, van Veen e van Elsas (2004), o tipo de
planta e o tipo de solo influenciam a comunidade microbiana do solo de uma forma complexa
na qual o tipo de planta, o tipo de solo ou os dois sdo fatores determinantes em moldar a
estrutura desses micro-organismos. A diferenca na quantidade e composicdo dos exudatos
radiculares € importante para determinar diferencas nas comunidades bacterianas da rizosfera
(MARSCHNER; GRIERSON; RENGEL, 2005). Alguns estudos tém mostrado que as
propriedades dos solos influenciam fortemente a estrutura das comunidades bacterianas
(JESUS et al., 2010; KURAMAE et al., 2011), e que diferentes tipos de solos séo conhecidos
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por possuir comunidades bacterianas distintas, os quais parecem ser independentes mesmo
sob a presenca de diferentes espécies de planta (DALMASTRI et al., 1999; KOWALCHUK
et al., 2000). No entanto, Montealegre et al. (2002), mostrou que a planta leguminosa
Trifolium repens induziu diferengas na estrutura da comunidade microbiana na rizosfera e

solo controle.

Os indices de riqueza e diversidade calculados a partir dos dados de T-RFLP
apresentaram resultados interessantes (Tabela 3.3). Houve um decréscimo na riqueza de
T-RFs e no indice de diversidade de Shannon em S. alata cultivada tanto sob TPI quanto sob
ACH em comparacdo com o solo controle, no entanto, 0 mesmo nao foi observado para M.
debilis. Kowalchuk et al. (2002) também observaram uma menor diversidade na rizosfera
qguando comparados ao solo controle sem planta, e sugeriu que a rizosfera pode selecionar
micro-organismos especificos do solo os quais podem ser altamente dependentes das plantas e
reproduziveis para cada tipo de planta. Outros pesquisadores sugeriram que diferentes
espécies de plantas se diferenciam na quantidade e qualidade dos recursos que estas retornam
para os solos 0 que consequentemente ird afetar a composicdo das comunidades microbianas
(SMALLA et al., 2001; WARDLE; WALKER; BARDGETT, 2004). Um recente estudo
observou que os &cidos organicos possuem um papel importante em moldar as comunidades
bacterianas do solo e isto pode, portanto, ter um significante impacto no crescimento das
plantas e indicar a importancia dos exudatos radiculares em influenciar a estrutura dessas
comunidades (SHI et al., 2011).

3.4.3 A composicao de bactérias em associacdo com as raizes de plantas leguminosas

Apesar da rizosfera ter sua importancia ecoldgica bem conhecida, pouco se sabe sobre a
interacdo de plantas leguminosas e as comunidades microbianas do solo. Em uma tentativa de
caracterizar a composi¢do da comunidade bacteriana na rizosfera de duas plantas leguminosas
nativas da Amazonia, a técnica de pirosequenciamento foi utilizada para acessar essas
comunidades bacterianas da rizosfera sob a também influéncia das propriedades quimicas da
TPl e ACH (Tabela 3.4). Maior parte dos filos detectados na rizosfera e solo controle foram
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia e Bacteroidetes. Destes
filos, quatro foram observados em outros estudos da rizosfera utilizando a técnica de
pirosequenciamento (JESUS et al., 2010; KOLTON et al, 2011).
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O tipo de solo apresentou uma forte influéncia na abundancia de alguns filos. Outros
estudos ja apresentaram uma maior influéncia do solo ao invés da presenca de plantas ou da
rizosfera na distribuicdo dos micro-organismos do solo (JESUS et al., 2010; KURAMAE
et al., 2011). No entanto, é amplamente aceito que as espécies de plantas exercem um forte
efeito nos micro-organismos do solo (SMALLA et al., 2001; MARSCHNER; CROWLEY;
YANG, 2004). Bacteroidetes, por exemplo, mostrou um significante aumento em sua
abundancia em ACH-S. alata, e um pequeno aumento também foi observado em ACH-M.
debilis. TPI apresentou também um pequeno aumento na abundancia desse filo na rizosfera de
S. alata e M. debilis, no entanto, essas diferencas ndao foram significativas. Corroborando com
esses resultados, Kolton et al. (2011) observaram uma maior abundancia relativa do filo
Bacteroidetes na rizosfera de plantas cultivadas em solos com a presenga de carvao.
Firmicutes também pareceu ter sido influenciado pela presenca das plantas e tipo de solo.
ACH, por exemplo, apresentaram um significante decréscimo desse filo em ambas as plantas
estudadas. Proteobacteria também apresentou um significante aumento em ACH quando
comparada as comunidades bacterianas da rizosfera na TPI. Firmicutes e Proteobacteria ja
foram apresentados como filos relacionados a rizosfera (DEANGELIS et al., 2009).
Curiosamente, um aumento significativo de Proteobacteria foi observado em ACH-M. debilis
e ACH-S. alata quando comparado a TPI-M. debilis e TPI-S. alata, mas ndo nos solos
controle. Aparentemente, a interacdo das raizes de M. debilis e S. alata com as propriedades
de ACH contribuiram para essas diferencas observadas na abundéncia de Proteobacteria.
Investigacdes futuras desse filo sdo importantes, pois Proteobacteria cobre uma enorme gama
de niveis morfolégicos e de diversidade fisiologica que podem ter um papel importante nos
ciclos do C, N e S (ACOSTA-MARTINEZ et al.,, 2010; KERSTERS et al., 2006).
Verrucomicrobia também foi influenciado pela rizosfera, porém, apenas na TPI (Tabela 3.4).
Um significante decréscimo em Verrucomicrobia foi observado na rizosfera de ambas as
plantas quando comparado ao solo controle. Corroborando com esse resultado, uma menor

abundéancia de Verrucomicrobia foi observada na rizosfera de trigo (SANGUIN et al., 2006).

3.4.4 Relagéo entre as comunidades bacterianas da rizosfera e as propriedades do solo

A relacdo entre a estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera e as propriedades do
solo, quando analisadas separadamente para TPl e ACH, ndo mostraram diferencas
significativas utilizando os dados obtidos pela técnica de T-RFLP. No entanto, a composi¢do
da comunidade bacteriana da rizosfera, independente do tipo de solo, apresentou correlagdes
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com as propriedades dos solos estudados utilizando a técnica de pirosequenciamento (Tabela
3.5).

Em TPI, observou-se uma forte correlacdo positiva entre Planctomycetes e K seguida
por Na, sugerindo que esta correlagéo pode estar relacionada aos solos controle, pois maiores
concentracdes de K e Na foram observadas nesses solos (Tabela 3.1). Similarmente, uma
menor abundancia de Planctomycetes foi observada na rizosfera de trigo quando comparada
ao solo controle sem influéncia da raiz (SANGUIN et al., 2006). Contréario a esses resultados,
uma maior abundancida de Planctomycetes foi encontrada na rizosfera de T. caerulescens do
gue no solo controle (GREMION; CHATZINOTAS; HARMS, 2003). Por outro lado, o filo
Firmicutes apresentou significante correlacdo negativa com C-solo e MO indicando a
influéncia da rizosfera na distribuicdo desse filo (Tabela 3.5). CLEVELAND
et al. (2007) constataram também que o C-solo influenciou a abundancia de Firmicutes,
sugerindo que membros desse filo respondem a adicdo de C-solo. Além disso,
Verrucomicrobia apresentou correlacdo positiva com C-solo e MO. Acosta-Martinez et al.
(2010) observaram também correlacdo positiva entre Verrucomicrobia e CBM, indicando um

envolvimento desse filo no ciclo do C.

3.5 Conclusoes

Este estudo apresentou diferencas distintas de alguns filos bacterianos da rizosfera de
plantas nativas leguminosas da Amazoénia, assim como a influéncia do tipo de solo. Além
disso, os filos mais abundantes (Acidobacteria, Actinobacteria e Proteobacteria) foram mais
influenciados pelo tipo de solo do que pelas espécies de plantas. Em ambos 0s solos
estudados, a analise de T-RFLP apresentou um claro efeito da rizosfera de S. alata,
apresentando uma menor riqueza e diversidade das comunidades bacterianas quando
comparados com M. debilis e solo controle. Estes resultados demonstram que as interagdes
entre as espécies de plantas e o tipo de solo contribuem para moldar a comunidade dos micro-
organismos do solo. Portanto, futuros estudos serdo necessarios para melhor compreender a
interacdo das espécies de plantas e propriedades quimicas e fisicas do solo, e produtividade

das plantas com enfoque em regides tropicais Umidas.
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4 EFEITOS DO USO DA TERRA E SAZONALIDADE NAS COMUNIDADES DE
BACTERIAS DESNITRIFICANTES EM TERRA PRETA DE INDIO NA AMAZONIA
CENTRAL BRASILEIRA

RESUMO

Mudanga no uso da terra representa um dos maiores impactos nos ecossistemas terrestres
causando um declinio ou perda da diversidade biologica. Outro principal causador de
mudancas sdo 0s eventos de alteracdes climaticas. Esses efeitos sdo particularmente
importantes em regides Umidas por conta da acidez natural e baixa fertilidade da maior parte
dos solos tropicais. Na regido Amazonica, no entanto, a existéncia de pequenas manchas de
Terra Preta de indio (TPI) vem ganhando consideravel atencdo devido sua elevada fertilidade
e resiliéncia ao manejo do solo. Um importante processo que influencia a fertilidade do solo é
a desnitrificacdo. Este processo microbioldgico € importante em solos e é conhecido por ser
um significante sumidouro e/ou fonte de emissbes de Oxido nitrico e Oxido nitroso. Nesse
contexto, foram estudadas as comunidades desnitrificantes (nirkK e nosZ) em TPI e solo
adjacente (Argissolo amarelo) em diferentes sistemas de uso da terra e sazonalidade. Para
determinar a abundancia relativa dos genes nirK e nosZ, utilizou-se a analise de PCR
quantitativa, e para acessar a estrutura das comunidades, foi usada a técnica de Polimorfirmo
do Tamanho do Fragmento de Restricdo Terminal (T-RFLP). A abundancia relativa de nirK
ndo foi afetada pelo uso da terra independente do tipo de solo, embora, a influéncia da
sazonalidade foi observada em TPI. Alteracdes da estrutura das comunidades das bactérias
desnitrificanttes foram observadas para ambos os tipos de solos, sendo principalmente
associados a mudancgas no uso da terra e sazonalidade. As comunidades desnitrificantes na
TPI foram mais afetadas pelo uso da terra do que pela sazonalidade, e em ACH foram mais
influenciadas pelas variacOes da sazonalidade. Estes resultados sugerem que as comunidades
desnitrificantes da TPl parecem ser mais resistentes ao estresse do que ACH. Este € um
importante aspecto a ser mais bem estudado devido a preocupacdo sobre as mudancas

climéticas futuras.

Palavras-chave: Terra Preta de Indio. Uso da terra. Sazonalidade. Desnitrificantes. qPCR.
T-RFLP.
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EFFECTS OF LAND USE AND SEASONALITY ON DENITRIFYING
COMMUNITIES OF AMAZONIAN DARK EARTH IN CENTRAL BRAZILIAN
AMAZON

ABSTRACT

Changes in land use represent one of the major impacts on terrestrial ecosystems causing
decrease or loss of biological diversity. Another change driver is current events of climate
change. These effects are particularly important in humid regions because of the natural
acidity and low fertility of most of tropical soils. In the Amazon region, however, the
existence of small patches of Amazonian Dark Earth (ADE) is gaining considerable attention
because of their high fertility and resilience to soil management. An important process which
influences soil fertility is denitrification. This microbiological process is important in soils
and is known to be a significant sink and/or source of nitric oxide and nitrous oxide
emissions. In this context, soil denitrifying communities (nirK and nosZ) in ADE and its
ACHacent soil (i.e. Haplic Acrisol) were examined to assess their response to land use and
seasonality. To determine the relative abundance of nirK and nosZ genes, the quantitative
PCR assay was used, and to assess the community structure, the Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) fingerprinting technique was used. The relative
abundance of nirK was not affected by land use independent of soil type, although, an
influence of seasonality was observed in ADE. Alterations in the community structure of
denitrifying bacteria were observed for both soil types, mostly with associated changes in land
use and seasonality. Denitrifying communities of ADE seemed to be more affected by land
use than season, and ACH was more influenced by seasonal variations. These results suggest
that ADE denitrifier communities may be more resistant to stress than ACH. This is an

important aspect to be further studied due to the current concern on future climate change.

Key-words: Amazonian Dark Earth. Land use. Seasonality. Denitrifiers. g°PCR. T-RFLP.
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4.1 Introducéo

Mudanga no uso da terra representa um dos principais impactos nos ecossistemas
terrestres, causando mudancas drésticas como o decréscimo ou perda de diversidade bioldgica
(SCHULZE et al., 2004; MICHALSKI; PERES, 2007). Outro fator chave causador de
impactos negativos na biodiversidade sdo os eventos de mudancas climéaticas (MALHI et al.,
2008). No entanto, poucos estudos tém destacado a importancia de integrar esses causadores
das mudancgas climaticas em levantamentos de biodiversidade (BALMFORD; COWLING,
2006; BROOK, 2008; THUILLER et al., 2008). Além disso, mudancas no uso da terra foram
indicadas como um dos principais causadores em afetar a biodiversidade global, seguido das
mudancas climaticas, deposicdo de N, introducdo de espécies exdticas e mudangas nas
concentracdes de CO;, (SALA; CHAPIN; ARMESTO, 2000). Outra preocupacao crescente é
de como as consequentes mudancas causadas pelo aquecimento global e mudanca de uso da
terra irdo afetar a emissd@o de gases traco como 0 CO; e N,O (LEVY; CANNELL; FRIEND,
2004; LILLY etal., 2009).

As emissdes de N,O, em particular, € um potente gas do efeito estufa com um potencial
de aquecimento global 300 vezes maior do que o CO, (FORSTER et al., 2007). A
desnitrificacdo (nitrato e nitrito sdo reduzidos a formas gasosas de N pelos micro-organismos)
constitui um importante processo do ciclo do N, o qual influencia a fertilidade do solo e agua
assim como a quimica da atmosfera (KNOWLES, 1982; ZUMFT, 1992). Os micro-
organismos sdo 0s principais responsaveis pelas diferentes reacdes envolvidas no ciclo do N,
e 0s processos microbioldgicos de desnitrificacdo e nitrificacdo sdo as principais fontes de
emissdo de N,O provenientes de solos agricolas; além disso, o processo de desnitrificacdo tem
sido postulado como o processo dominante nas emissdes de N,O (AULAKH; RENNIE, 1985;
MATHIEU et al., 2006).

O processo de desnitrificacdo € impulsionado principalmente por bactérias anaerobicas
facultativas as quais utilizam compostos oxidaveis de N como receptores de elétrons
alternativos para a producdo de energia (ZUMFT, 1997). As bactérias desnitrificantes sdo
comuns em ambientes do solo e pertencem a diversos géneros de bactéria (BRAKER,;
TIEDJE, 2003). Desde 1998, muitos estudos tém apresentado os genes nosZ (codifica a
enzima oOxido nitroso redutase), nirK (codifica a enzima cobre contendo nitrito redutase) e

nirS (codifica a enzima citocromo cdl contendo nitrito redutase) como marcadores
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moleculares para acessar bactérias desnitrificantes a partir de técnicas independentes de
cultivo, acessando assim sua diversidade em diversos ambientes (BRAKER; FESEFELDT;
WITZEL, 1998; BRAKER et al., 2000; 2001; PRIEME; BRAKER; TIEDJE, 2002; STRES et
al., 2004). Muitas revisoes tém relatado a necessidade em relacionar a estrutura, abundancia e
funcdo de comunidades de bactérias desnitrificantes com as taxas de desnitrificacdo para
melhor avaliar a influéncia dessas bactérias no processo do ciclo do N (PHILIPPOT;
HALLIN, 2005; PHILIPPOT, 2006). Além disso, disturbios como mudancas de uso da terra e
climaticas sdo bem conhecidos por impactar a estrutura, abundancia e composi¢do de micro-
organismos do solo (JANGID et al., 2008; JESUS et al., 2009; CASTRO et al., 2010).
Acessar esses efeitos nas comunidades microbianas de solos tropicais umidos é de particular
importancia por conta de sua natural acidez e baixa fertilidade. Além disso, existe uma
crescente preocupacdo de que a mudanga climatica continuard afetando a estrutura e
composicdo vegetal, aumentando a frequéncia de eventos de seca aumentando
consequentemente os riscos de incéndios florestais (COCHRANE; BARBER, 2009).

Na regido Amazonica, a fertilidade do solo é um fator limitante para o desenvolvimento
da agricultura sustentavel. No entanto, a existéncia de manchas de Terra Preta de indio (TPI)
na regido tem ganhado considerdvel atencdo por serem solos altamente férteis, possuem
elevada resiliéncia ao manejo do solo, e ndo se degradam rapidamente mesmo sob condicGes
tropicais Umidas ou sob o uso de atividades agricolas (LEHMANN et al., 2003; TEIXEIRA,;
MARTINS, 2003). Alem disso, estudos recentes tém demonstrado que a estrutura e
composicdo da TPl diferem-se de seus solos de origem (GROSSMAN et al. 2010;
NAVARRETE et al., 2010), apresentando maior diversidade em suas comunidades (O’NEILL
et al., 2009). Outra caracteristica contrastante da TPI é a presenca de elevadas quantidades de
carvao, o qual se acredita ser um dos principais responsaveis em melhorar a produtividade
agricola (RONDON et al., 2007), além de promover estratégias de mitigacdo contra o
aquecimento global através do sequestro de C (LEHMANN; GAUNT; RONDON, 2006) e na
reducdo da emissédo de N,O em solos (SINGH et al., 2010). Portanto, um fator importante
ainda a ser investigado nas TPIs é o papel de suas propriedades do solo em influenciar as

comunidades microbianas envolvidas nos ciclos biogeoquimicos.

Nesse contexto, o principal objetivo desse estudo foi investigar a estrutura e abundancia
de comunidades de bactérias desnitrificantes (nirK e nosZ) em TPIs e solos adjacentes sob o

efeito do uso da terra e mudancas de sazonalidade. Foram utilizadas as técnicas moleculares
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de Polimorfirmo do Tamanho do Fragmento de Restricdo Terminal (T-RFLP) para acessar a
estrutura das comunidades de bactérias desnitrificantes e PCR quantitativa (QPCR) para
quantificar a abundancia dos genes nirK e nosZ. As comunidades de bactérias desnitrificantes
do solo tém sido exploradas com sucesso pela técnica de T-RFLP (ENWALL; HALLIN,
2009; BRAKER; SCHWARZ; CONRAD, 2010), e varios outros estudos tém utilizado a
gPCR para quantificar a abundancia de bactérias desnitrificantes em diferentes tipos de solos
(HENRY et al., 2006; BAUDOIN et al., 2009).

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Area de estudo, amostragem e propriedades quimicas do solo

A descricdo detalhada das areas de estudo e amostragem estdo disponiveis na Secéao
Materiais e Métodos (pagina 31, capitulo 2). Brevemente, a area de estudo esta localizada na
Embrapa Amazonia Ocidental (Estacdo Experimental do Caldeirdo, Iranduba, AM). Para
acessar a influéncia do uso da terra e sazonalidade nas comunidades de bactérias
desnitrificantes na Terra Preta de indio (TPI) e seu solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH),
foi selecionado um sitio sob floresta secundaria (FS) e outro sob plantio de mandioca (PM)
para cada solo estudado. Em cada sitio, o ponto central de amostragem foi selecionado
aleatoriamente e a partir desse ponto trés pontos numa distancia de 5 m foram selecionados
para a coleta de amostras de solos ndo perturbadas. Em seguida as amostras foram mantidas
em gelo seco até o seu transporte no laboratério e mantidas a -20°C. Amostras adicionais
foram coletadas para as analises quimicas do solo (secas ao ar) e medi¢fes da biomassa
microbiana (mantidas a 4°C).

4.2.2 Extracdo de DNA do solo

A extracdo do DNA do solo foi realizada em triplicata utilizando o kit MoBio PowerSoil
DNA extraction seguindo as instru¢des recomendadas pelo fabricante (Mo Bio Laboratories,
USA). O DNA extraido foi visualizado sob luz UV apés corrida em gel de agarose 1% e
coloracdo por brometo de etideo. O DNA foi mantido até sua utilizacdo a -20°C. A
concentracdo do DNA foi determinada por espectrofotometro NanoDrop ND-100
spectrophotometer (NanoDrop Technologies). A razdo 260/280 nm calculada pelo

espectrofotobmetro NanoDrop foi utilizada para avaliar a pureza do DNA.
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4.2.3 PCR quantitativa

O ndmero de copias dos genes nirK e nosZ foram acessadas por PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) utilizando o kit QuantiTect™ SYBRe Green PCR Master em iCycler iQ
Detection System (Bio-Rad). Primeiramente, verificou-se a presenca de inibidores no DNA do
solo. Antes de inicar os ensaios de gPCR, a presenca de inibidores foi examinada pela
diluicdo do DNA do solo e misturando-o com uma quantidade conhecida de DNA plasmidial.
As condicdes da reacdo de qPCR para amplificacdo do gene nirK (primers nirK876/
nirk1040) e gene nosZ (primers nosZ2F/nosZ2R) estdo descritas na Tabela 3.1. As reacdes de
gPCR foram realizadas em volume de 25 pL contendo 12,5 puL de master mix, 10 pmol de
cada primer, e 10 ng de DNA do solo. As curvas padrdo foram construidas utilizando 10
diluices em série (variando de 10%a 107 cépias) de DNA plasmidial contendo os genes nirK e

nosZ provenientes de cepas de bactérias desnitrificantes conhecidas.

4.2.4 Andlise da PCR quantitativa

As reacbes de gPCR foram realizadas em triplicatas. Inibidores ndo foram observados
em nenhuma das amostras. Todos os resultados obtidos por qPCR foram analisados utilizando
estatistica descritiva. Diferencas na abundancia das bactérias desnitrificantes foram
verificadas a partir do teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A correlagcdo de
Spearman foi também utilizada com o intuito de investigar possiveis correlacbes entre a
abundancia de bactérias desnitrificantes e as propriedades do solo. Todas as analises
estatisticas foram realizadas no programa STATISTICA v10 (StatSoft Inc., Tulsa, USA).

4.2.5 T-RFLP

A estrutura das comunidades de bacterias desnitrificantes foi analisada pela técnica de
T-RFLP. Os primers utilizados e as condigdes no termociclador estdo descritas na Tabela 4.1.
Para deteccdo dos amplicons utilizando a técnica de T-RFLP, o primer forward foi marcado
com 6-carboxyfluorescein (6-FAM) na extremidade 5°. As rea¢Oes de PCR para cada amostra
foram realizadas em triplicatas, em mix de reacdo contendo 5 ng de DNA genémico, 200 uM
de dNTP (Roche Molecular Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), 400 ng BSA pL™
(Roche Molecular Diagnostics), 10 pmol de cada primer e 1.25 U de REDAccuTaq LA DNA
polymerase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) em 1X de tampéo
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providenciado pelo fabricante, e dgua ultrapura Milli-Q até o volume final de 25 pL. Em
seguida, os produtos de PCR foram combinados e submetidos a corrida em gel de agarose 1%.
A banda de interesse foi excisada e purificada com o kit Wizard Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) e cortadas com as enzimas de restricdo Haelll e Hhal (New England
Biolabs, Frankfurt, Germany) para os genes nirK e nosZ, respectivamente. Os produtos
digeridos foram purificados utilizado o kit Spin post-reaction purification columns (Sigma-
Aldrich). Os frangmentos terminais de restricdo (T-RFs) foram separados em sequenciador
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.2.6 Analise de T-RFLP

InformacOes detalhadas sobre a andlise de T-RFLP encontram-se na Sec¢do Material e
Métodos (pagina 35, capitulo 2). Brevemente, a analise de ordenacdo MDS foi utilizada para
acessar os efeitos do uso da terra e sazonalidade nas bactérias desnitrificantes dos genes nirK
e nosZ. A analise de dissimilaridade SIMPER foi usada para investigar a contribuicdo dos
T-RFs nas diferencas encontradas entre as comunidades dos genes nirK e nosZ sob diferentes
uso da terra e sazonalidade. Os efeitos do uso da terra e sazonalidade foram confirmados pela
analise permutacional PERMANOVA, enquanto os efeitos das propriedades do solo foram
acessados pela analise de coordenacdo de analises principais (CAP) realizadas separadamente
para cada estacdo (chuvosa e seca) e genes desnitrificantes (nirK e nosZ). Os indices de
riqueza, uniformidade e diversidade foram calculados utilizando os dados de fragmentos
terminais de restricdo (T-RFs). O indice de riqueza Margalef (d) fornece uma medida de
riqueza de espécies que é aproximadamente normalizado em relagdo ao tamanho da amostra
(MARGALEF, 1958). O indice de uniformidade de Pielou (J°) reflete a distribuicdo de grupos
individuais entre os ribotipos (PIELOU, 1966). O indice de diversidade de Shannon considera
0 numero de espécies presentes e sua importancia relativa dentro do conjunto de amostras
(MAGURRAN, 1988). As analises de estatistica multivariada e os indices de diversidade e
riqueza foram realizados nos programas PRIMER 6 e PERMANOVA add-on (CLARKE;
GORLEY, 2006; ANDERSON; GORLEY; CLARKE, 2008).
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Tabela 4.1 - Primers utilizados e condic¢des no termociclador para amplificacdo dos genes nirK e nosZ

Primers Sequéncia do primer (5°-3”) Gene alvo CondicGes no termociclador Referéncias
gPCR
nirk876 ATYGGCGGVAYGGCGA nirk 95°C, 15 min, 1 cycle; 95°C for 15s, 63°C for 30s (-1°C  Henry et al., 2004
by cycle), 72°C for 30s, 6 cycles; 95°C for 15s, 58°C for
nirk1040 GCCTCGATCAGRTTRTGGTT nirk 30s; 72°C for 30s, 40 cycles; 80°C for 15s, 1 cycle Henry et al., 2004
nosZ2F CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT nosZ 950C, 15s, 1 cycle; 940C for 15s, 600C for 30s, 720C Henry et al., 2006
nosZ2R CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA nosZ for 30s, 40 cycles; 750C for 7s, 1 cycle Henry et al., 2006
T-RFLP
nirkK1F GGMATGGTKCCSTGGCA nirK 940C, 5 min, 1 cycle; 940C for 30s, 570C for 40s (- Brakeretal., 1998
0.50C by cycle), 720C for 45s, 10 cycles; 940C for 30s,
550C for 40s, 720C for 45s, 30 cycles; 720C for 7 min,
nirK5R* GCCTCGATCAGRTTRTGGTT nirk 1 cycle Braker et al., 1998
nosZ1188* CGYTGTTCMTCGACAGCCAG nosZ 940C, 5 min, 1 cycle; 950C for 1 min, 570C for 1 min  Kloos et al., 2001
(-0.50C by cycle), 720C for 1 min, 10 cycles; 940C for
1 min, 560C for 1 min, 720C for 1 min, 25 cycles; 720C
nosZ1869 CATGTGCAGNGCRTGGCAGAA nosZ for 10 min, 1 cycle Kloos et al., 2001

* Primer marcado com FAM
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4.3 Resultados
4.3.1 Abundancia dos genes nirK e nosZ

A abundéncia dos genes de bactérias desnitrificantes (nirK and nosz) foi determinada
para cada area (TPl e ACH) sob diferentes usos da terra (FS, floresta secundaria; PM, plantio
de mandioca) e sazonalidade (chuva e seca). A eficiéncia da qPCR para o gene nirK foi de
93% com o valor de R? de 0,996, e para nosZ foi de 100% com o valor de R? de 0,983. Um

pico foi observado nas curvas de melting para ambos 0s genes nirkK e nosZ.

A abundancia do gene nirK variou de 1,8 x 10*a 5,9 x 10* copias g™ solo seco durante a
estagdo chuvosa e de 2,6 x 10° a 8,1 x 10° copias g™ solo seco durante a estacdo seca (Figura
4.1). A abundancia média do gene nirK diferiu em PM durante a estacdo chuvosa para ambos
o0s solos estudados. Durante a estacdo seca, 0 gene nirK apresentou maior abundancia sob FS
tanto em TPI quanto em ACH. No entanto, essas observacdes ndo apresentaram diferencas
significativas independente do solo e do uso da terra. O segundo propdsito em quantificar a
abundancia do gene nirK foi o de estimar diferencas devido as mudancgas sazonais. Nesse
caso, foi possivel observar a influéncia da sazonalidade na abundancia do gene nirK em FS
na TPl e ACH, o qual mostrou um aumento significativo no niumero de c6pias do gene nirK

durante a estacéo seca.

Para 0 gene nosZ, a abundancia variou de 4,1 x 10° a 1,2 x 10 de cépias g™* de solo seco
durante a estacdo chuvosa e na estacio seca de 3,4 x 10° a 9,6 x 10° de cépias g™* de solo seco
(Figura 4.1). TPI-FS apresentou maior nimero de cdpias do gene nosZ quando comparado aos
outros sitios durante a estacdo chuvosa. Durante a estacdo seca, 0 nimero de copias do gene
nosZ foi menor na TPI sob PM e maior nos outros sitios. Além disso, foi observado menor
numero de copias do gene nosZ em ACH tanto sob FS quanto PM durante a estacéo seca. No
entanto, as variagdes observadas na abundancia do gene nosZ ndo apresentaram diferencas

significativas independente do tipo de solo, uso da terra e sazonalidade.
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Figura 4.1 - Quantificacdo dos genes nirK (A) e nosZ (B) utilizando a técnica de qPCR. Barras de erro
representam o desvio-padrdo (n=6). Barras contendo as mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste
deTukey (P < 0,05)
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4.3.2 Andlise de T-RFLP dos genes nirK e nosZ

A andlise de T-RFLP foi utilizada para acessar a estrutura das comunidades
desnitrificantes sob diferentes uso da terra e sazonalidade. A anélise de ordenagdo MDS, a
partir dos dados de T-RFLP, revelou agrupamentos distintos na estrutura das comunidades
dos genes nirK e nosZ em TPl e ACH (Figura 4.2). A ordenacdo MDS também mostrou clara
separacdo devido ao uso da terra e sazonalidade para todos os solos estudados. A estrutura da
comunidade de nirK na TPI foi separada em claros agrupamentos de acordo com o0 uso da
terra e sazonalidade, assim como em ACH. Além disso, o efeito do uso da terra pareceu ser
maior durante a estacdo seca. Para o gene nosZ, a estrutura da comunidade em ACH pareceu
ser mais influenciada pela sazonalidade quando comparada a TPI. Ao contrério, a estrutura
da comunidade de nosZ na TPI pareceu ter sido mais influenciada pelo uso da terra,
especialmente durante a estacdo seca. A analise de PERMANOVA entre os diferentes sitios
estudados confirmou que o solo (P=0,001), uso da terra (P=0,001) e sazonalidade (P=0,001)

tiveram significativas efeitos na estrutura das comunidades dos genes nirK e nosZ.

As diferengas observadas entre as estruturas das comunidades dos genes nirK e nosZ
também foram acessadas pela analise de dissimilaridade SIMPER (Tabela 4.2), o qual revelou
niveis de dissimilaridade entre 65,24% a 41,82% para o gene nirK e de 75,54% a 37,85% para
0 gene nosZ. A quantidade de T-RFs responsaveis em discriminar as mudancas causadas pelo
uso da terra e sazonalidade (chuva - C, seca - S), para ambos os solos, foi aproximadamente
seis para o gene nirK e oito para o gene nosZ. Alguns dados de dissimilaridade entre os perfis
de T-RFLP foram relativamente altos (>50-65%) mostrando um forte efeito do uso da terra na
TPI durante a estacdo seca assim como em ACH durante a estacdo chuvosa. Para as
comunidades do gene nosZ, a dissimilaridade em ACH durante as duas estagfes foi também
relativamente alta (>50-76%) (ACH-PM-C vs. ACH-PM-S) indicando um efeito da

sazonalidade em ACH.

A média do numero de T-RFs, o indice de riqueza de Margalef (d), o indice de
uniformidade de Pielou (/) e o indice de diversidade de Shannon (/") para todos o0s sitios
estudados e sazonalidade para os genes nirK e nosZ estdo apresentados na Tabela 4.3. A
estrutura das comunidades desnitrificantes mostraram variados numeros de T-RFs para 0s
genes nirK e nosZ dependendo do tipo de solo, uso da terra e sazonalidade. Amostras de TPI

apresentaram diferencas significativas na riqueza dos genes nirK e nosZ. Além disso, a
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sazonalidade também pareceu afetar a riqueza das bactérias desnitrificantes. Durante ambas as
estacdes, houve uma diminuicdo da riqueza de T-RFs nas comunidades do gene nirK da FS
qguando comparado com PM. Este mesmo padrao foi observado para ACH somente durante a
estacdo seca. Na estacdo chuvosa, a riqueza do gene nosZ na TPI diminuiu de FS para PM, no
entanto, durante a estacdo seca houve um aumento da riqueza do gene nosZ da FS quando
comparado com PM. Os sitios ACH néo apresentaram diferencas na riqueza do gene nosZ
independente do uso da terra e sazonalidade. A uniformidade das espécies, apresentada pelo
indice de Pielou, foi maior nas comunidades do gene nirK na TPI-FS durante a estacdo seca.
No entanto, a uniformidade das espécies ndo apresentou variacdo durante a estacdo chuvosa
para 0 gene nirK, enquanto para o gene nosZ foram observadas um maior valor no indice de
Pielou na TPI-PM durante as duas estacfes. A diversidade das comunidades do gene nirK,
representada pelo indice de Shannon, ndo mostrou diferencas durante a estacdo chuvosa. Uma
maior diversidade foi observada na TPI-FS durante a estagdo seca, juntamente com menores
valores observados em ACH-PM. Nenhuma diferenca foi observada na diversidade do gene
nirk em TPI-PM e ACH-FS. Para o gene nosZ, houve um aumento na diversidade de TPI-PM
durante ambas as estacfes. Os sitios ACH ndo apresentaram diferencas na diversidade do

gene nosZ independente do uso da terra e sazonalidade.
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Figura 4.2 - Andlise de ordenacdo de escala multidimensional (MDS) baseada no coeficiente de
similaridade de Bray Curtis (transformacdo via raiz quadrada) dos dados de T-RFLP das
comunidades dos genes nirK (A) e nosZ (B) na Terra Preta de indio (TPI) e solo adjacente
(Argissolo amarelo, ACH) sob floresta secundaria (FS) e plantio de mandioca (PM) durante as

estacdes chuvosa e seca
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Tabela 4.2 - Anélise de porcentagem de similaridade (SIMPER) baseada nos dados de T-RFLP dos
genes nirk e nosZ em Terra Preta de indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amareco, ACH) sob
floresta secundaria (FS) e plantio de mandioca (PM) durante as estagdes chuvosa (C) e seca (S), e
numero de T-RFs presentes/ausentes/comuns

NUmero de T-RFs

Grupos % Dissimilaridade
presentes ausentes comuns

nirk

TPI-FS-S  vs. TPI-PM-S 65,24 10 5 6
ACH-FS-C vs. ACH-PM-C 51,53 3 6 5
ACH-PM-C vs. ACH-PM-S 48,04 7 2 4
ACH-FS-C vs. ACH-FS-S 48,04 5 7 5
TPI-FS-C vs. TPI-PM-C 47,74 8 2 6
TPI-PM-C vs. TPI-PM-S 47,66 5 6 4
TPI-FS-C  vs. TPI-FS-S 42,02 7 8 8
ACH-FS-S vs. ACH-PM-S 41,82 7 0 6
nosZ

ACH-PM-C vs. ACH-PM-S 75,54 8 8 3
TPI-FS-S  vs. TPI-PM-S 64,12 9 11 5
ACH-FS-C vs. ACH-PM-C 61,41 6 8 4
ACH-FS-C vs. ACH-FS-S 51,88 6 6 5
ACH-FS-S vs. ACH-PM-S 47,89 6 7 7
TPI-FS-C  vs. TPI-PM-C 45,18 9 9 11
TPI-PM-C vs. TPI-PM-S 43,94 8 5 9
TPI-FS-C  vs. TPI-FS-S 37,85 7 7 11
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Tabela 4.3 - Numero total de T-RFs, indices de riqueza (d), uniformidade (/) e diversidade (/) dos
genes nirK e nosZ em Terra Preta de Indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo, ACH) durante
as estagdes chuvosa e seca

Areas e NGmero total de

sazonalidade T-RFs d d T
Chuva - nirkK

TPI-FS 16 4,3+0,3a 0,89+0,02 2,46%0,14

TPI-PM 10 2,840,5b 0,89+0,01 2,03+0,18

ACH-FS 11 3,3+0,8ab 0,80+0,05 1,94+0,34

ACH-PM 11 3,3+0,8ab 0,83+0,04 2,02+0,14
Seca - nirK

TPI-FS 16 4,3+0,3a 0,92+0,01a 2,56+0,05a

TPI-PM 10 2,9+0,2b 0,89+0,03b 2,07+0,06b

ACH-FS 13 3,8+0,6ab 0,84+0,04b 2,18+0,25b

ACH-PM 5 1,5+0,2c 0,85+0,02b 1,41+0,06c
Chuva- nosZ

TPI-FS 23 4,7+0,3a 0,66+0,01 2,07+0,06a

TPI-PM 26 5,5+0,3b 0,76+0,01 2,49+0,04b

ACH-FS 15 3,010,1c 0,65+0,03 1,75+0,06¢

ACH-PM 15 3,1+0,3c 0,7340,05 1,98+0,18ac
Seca - nosZ

TPI-FS 16 3,340,1a 0,70£0,00a 1,96+0,03a

TPI-PM 20 4,2+0,3b 0,85+0,02b 2,55+0,03b

ACH-FS 17 3,4+0,3a 0,68+0,06a 1,90+0,23a

ACH-PM 16 3,2+0,3a 0,68+0,02a 1,88+0,05a

4.3.3 Correlacéo entre as propriedades do solo e as comunidades desnitrificantes

Diferencas significativas foram observadas na abundéncia do gene nirK somente nos

sitios TPI-FS e ACH-FS devido a sazonalidade. Portanto, foi verificada a possivel correlagdo

entre a abundancia do gene nirK e as propriedades quimicas do solo para acessar quais

propriedades podem explicar as diferencas observadas devido a sazonalidade. A correlagéo de

Spearman foi utilizada para acessar essas possiveis correlagdes (Tabela 4.4). Para TPI-FS, a

abundancia do gene nirK se correlacionou negativamente com P, Ca, Mg, CTC e CBM

indicando que a diminuicdo na quantidade dessas propriedades do solo podem ter

influenciado no aumento do numero de cdpias do gene nirK durante a estacdo seca. A
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abundancia do gene nirK para ACH-FS se correlacionou negativamente com C-solo, MO, P,
Mg, Al, CTC e CBM. Novamente, a diminui¢do na quantidade dessas propriedades do solo
pode ter proporcionado o aumento no numero de copias do gene nirK. Além disso, a

abundancia do gene nirk em ACH-FS apresentou correlacdo positiva com NBM.

Tabela 4.4 - Correlagdo de Spearman entre a abundéncia do gene nirK, quantificada por gPCR, e
propriedades do solo

nirk
o C-solo MO P Ca Mg Al CTC CBM NBM
abundéancia
TPI-FS -0,602*  -0,777** -0,664* -0,777**  -0,834***
ACH-FS -0,792** -0,792** 0,674* -0,721**  -0,622* -0,792** -0,580* 0,848***

& *P<0,05, **P<0,01, *** P<0,001
b CTC, capacidade de troca de cétions; CBM, carbono da biomassa microbiana; NBM, nitrogénio da biomassa
microbiana

O procedimento BIO-ENV que inclui a correlagdo de Spearman foi utilizado para
identificar quais propriedades do solo melhor explicam as variagdes observadas na estrutura
das comunidades dos genes nirK e nosZ de acordo com o uso da terra. Portanto, a analise de
BIO-ENV foi realizada separadamente para cada gene e sazonalidade. A estrutura da
comunidade do gene nirK, durante a estacdo chuvosa, se correlacionou fortemente com Al,
pH e NBM (Rho = 0,896, P = 0,001). Por outro lado, na estacdo seca, a estrutura da
comunidade do gene nirK apresentou forte correlacdo com Al, Ca e NBM (Rho = 0,883,
P =0,001). Para o gene nosZ, a estrutura das comunidades se correlacionaram com Al, CTC,
CBM, NBM e P durante a estagdo chuvosa (Rho = 0,896, P = 0,001). Durante a estacéo seca,
a estrutura da comunidade do gene nosZ se correlacionou com o pH e P (Rho = 0,741,
P =0,001).

A andlise CAP foi utilizada para ilustrar a relagcdo entre as estruturas das comunidades
dos genes nirK e nosZ com as propriedades do solo previamente selecionadas pela analise de
BIO-ENV. A analise CAP apresenta os vetores indicando a correlagcdo (Spearman) entre a
estrutura da comunidade do gene nirK e as propriedades do solo (Figura 4.3). Na estagéo
chuvosa, nirK se correlacionou positivamente com o pH e NBM, e negativamente com o Al.
Novamente, durante a estacdo seca, o Al se correlacionou negativamente com a estrutura da
comunidade do gene nirK, enquanto que o NBM se correlacionou positivamente. Além disso,

a estrutura da comunidade do gene nirK também se correlacionou positivamente com o Ca.
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Para 0 gene nosZ, a estrutura da comunidade se correlacionou positivamente com Al, CTC,
CBM e P, mas negativamente com NBM durante a estacdo chuvosa (Figura 4.3). Durante a
estacao seca, a estrutura da comunidade do gene nosZ se correlacionou positivamente com o
pH e P.
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Figura 4.3 - Analise canbnica de coordenadas principais (CAP) de dados de T-RFLP da
comunidade do gene nirK na Terra Preta de Indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo,
ACH) sob floresta secundaria (SF) e plantio de mandioca (PM) durante as estacGes chuvosa e
seca. Vetores representam correlacao entre propriedades do solo
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Figura 4.4 - Andlise canbnica de coordenadas principais (CAP) de dados de T-RFLP da
comunidade do gene nosZ na Terra Preta de indio (TPI) e solo adjacente (Argissolo amarelo,
ACH) sob floresta secundaria (SF) e plantio de mandioca (PM) durante as estacfes chuvosa e
seca. Vetores representam correlacdo entre propriedades do solo
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4.4 Discussao

4.4.1 Abundancia das bactérias desnitrificantes

A abundancia de bactérias desnitrificantes foi estimada por gPCR visando quantificar os
genes nirK e nosZ. A abundancia dos genes nirK e nosZ estdo em concordancia com o numero
de copias ja observados para esses genes por HENRY et al. (2006). Apesar das diferengas
consideraveis nas propriedades do solo em TPl e ACH, poucas diferencas foram observadas
na abundancia dos genes nirK e nosZ. Outros estudos também mostraram nenhuma correlacao
entre a abundancia dos genes nirK e nosZ e as propriedades do solo (PHILIPPOT et al., 2009;
DANDIE et al., 2011). Apesar desse estudo apresentar pela primeira vez dados sobre a
abundéancia de comunidades desnitrificantes em solos da Amazonia, os resultados encontrados
mostraram que a abundancia desses genes ndo apresentram mudancas independentes do uso
da terra ou das propriedades do solo. Estes resultados corroboram com outros estudos que
também ndo encontraram diferencas na abundancia das comunidades desnitrificantes entre
solos agricolas e zonas riparias (DANDIE et al., 2011), e que a abundéncia do gene nosZ ndo
foi afetada pelo cultivo em solos de areas umidas (MA et al., 2008). No entanto, a abundancia
do gene nirK sofreu variac@es devido a sazonalidade (Figura 4.1). Apesar dessas diferencas
terem sido observadas apenas em FS para ambos o0s solos, outros estudos também observaram
mudangas na abundancia do gene nirK devido a variacbes sazonais (DANDIE
et al., 2008; YOSHIDA et al., 2009). Dandie et al. (2008) encontraram maior nimero de
copias do gene nirK no inicio da primavera do que no final do outono, e Yoshida et al. (2009)
observaram uma diminuicdo no nimero de copias do gene nirK ap6s alagamento do solo. De
fato, este estudo mostrou uma significante diminui¢do na abundancia do gene nirK durante a
estacdo chuvosa. Este resultado sugere que a umidade do solo tem um importante papel na
abundancia do gene nirK e consequentemente poder ter um efeito nos processos do ciclo do

nitrogénio.
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4.4.2 Efeitos do uso da terra e sazonalidade na estrutura das comunidades de bactérias

desnitrificantes

Foram identificadas diferencas significativas na estrutura das comunidades de bactérias
desnitrificantes quando associadas ao uso da terra para ambos os solos estudados (Figura 4.2).
Diversos estudos mostraram um significante impacto na estrutura de comunidades
desnitrificantes devido ao uso da terra, como por exemplo, na estrutura da comunidade do
gene nosZ entre areas de agricultura e zonas de vegetacgdo riparia nativa (RICH; MYROLD,
2004). De forma similar, a estrutura da comunidade do gene nirK diferiu significativamente
entre areas de agricultura e zonas riparias (DANDIE et al., 2011). VariacGes sazonais também
parecem ter um papel importante em moldar a estrutura das comunidades desnitrificantes em
TPl e ACH (Figura 4.2). Em ACH, as estruturas das comunidades dos genes nirK e nosZ
pareceram ser mais influenciadas pela sazonalidade quando comparadas com a TPI (Tabela
4.2). A influéncia de flutuacbes sazonais nas comunidades de bactérias desnitrificantes
também foi observada em outros estudos (WOLSING; PRIEME, 2004; BREMER et al.,
2007; PASTORELLLI et al., 2011). Estes resultados indicam que a estrutura das comunidades
desnitrificantes em TPI possam ser mais resistentes a eventos de estresse, como variacdes na

temperatura e umidade do solo.

Outro resultado interessante é o da presenca da cobertura florestal que pode ter
contribuido em prevenir o decréscimo na riqueza e diversidade do gene nirK quando
influenciado por uma menor umidade do solo e elevadas temperaturas, como ocorre durante a
estacdo seca (Tabela 4.3). Agosto de 2009, na Amaz6nia Central, apresentou média mensal
menor de precipitacdo quando comparadas as médias anteriores nessa regido (Secdo Materiais
e Metodos, pagina 29, capitulo 2). TPI-PM apresentou valores de riqueza e diversidade
similares a ACH-FS, sugerindo uma tolerancia da comunidade do gene nirK na TPI ao
estresse (e.g. baixa umidade do solo e elevada temperatura). Nesse caso, a presenca de
grandes quantidades de carvdo na TPl pode estar protegendo essas comunidades contra
eventos de estresse ambiental. Em uma revisao sobre as propriedades bioldgicas do carvéo,
foi proposto que a presenca e o tamanho dos poros do carvao podem servir como habitat para
0s micro-organismos do solo protegendo-os da predacdo e dessecacdo (THIES; RILLIG,

2009). Além disso, a riqueza e diversidade do gene nosZ foi maior na TPI-PM (Tabela 4.3).
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Este resultado parece estar relacionado ao manejo do solo, indicando que sistemas agricolas
suportam uma maior diversidade de comunidades do gene nosZ (STRES et al., 2004). No
entanto, 0 mesmo padrdo ndo foi observado para ACH-PM sugerindo que apenas as
atividades agricolas ndo podem explicar a maior riqueza e diversidade observadas nas
comunidades do gene nosZ. O oposto foi encontrado para a comunidade do gene nirK, o qual
apresentou uma menor riqueza e diversidade em ACH-PM, especialmente durante a estagao
seca. O pH do solo é conhecido por ser uma propriedade do solo com poder seletivo nas
comunidades desnitrificantes, fator este que pode ter contribuido para a menor riqueza do
gene nirk observada em ACH (solo com pH &cido) (PRIEME; BRAKER; TIEDJE, 2002).

4.4.3 Relacdo entre a abundancia e estrutura de bactérias desnitrificantes com as

propriedades do solo

Neste estudo, ndo foi observada correlacéo significativa entre a abundéncia dos genes
nirK e nosZ com as propriedades do solo. De forma similar, correlacdes entre a abundancia
dos genes nirK e nosZ com as variaveis ambientais ndo foram observadas em pastagens
(PHILIPPOT et al., 2009), e em zonas riparias (DANDIE et al., 2011). A Unica excecdo foi a
diferenca na abundéncia do gene nirK, o qual apresentou menor abundancia em FS durante a
estacdo seca tanto para TPl quanto para ACH (Figura 4.1). Os contetudos de C-solo e MO
apresentaram menores valores em ACH-FS durante a estacdo seca (Tabela 2.1, pagina 38,
capitulo 2) e apresentaram correlacdo negativa com a abundancia do gene nirKk em ACH-FS
nirK (Tabela 4.4). Além disso, os menores valores observados no contetdo de P, Mg, Al e
CTC durante a estacdo seca pareceu ter influenciado a abundancia do gene nirK. Houve
também correlacdo positiva entre a abundancia do gene nirk com o NBM em ACH-FS, a qual
pode estar relacionada com a elevada quantidade de NBM observada durante a estagcdo seca
(Tabela 2.1, pagina 38, capitulo 2).

A estrutura da comunidade do gene nirK mostrou correlagédo com o pH do solo durante a
estacdo chuvosa (Figura 4.3), corroborando com resultados similares obtido por DANDIE et
al. (2011). O pH do solo é geralmente considerado como a principal propriedade do solo em
influenciar a estrutura de comunidades microbianas do solo e acredita-se que esta propriedade
pode explicar uma grande proporcdo das diferengas observadas nas estruturas das
comunidades microbianas (LAUBER et al., 2009). No entanto, outras propriedades do solo

também podem estar envolvidas em explicar mudancas nas estruturas das comunidades do
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gene nirk como, por exemplo, o teor de Al que pode ser o responsavel em moldar a estrutura
das comunidades do gene nirK em ACH. A toxicidade é geralmente uma das maiores
preocupacOes para a producdo agricola em solos &cidos tropicais (HAUG; VITORELLO,
1997) e é susceptivel de influenciar a estrutura de micro-organismos em solos da Amazonia
(JESUS et al., 2009). Outros estudos tém mostrado que a toxicidade de Al ndo é somente uma
preocupacao para a producdo agricola, mas também para bactérias e fungos que habitam esses
solos (GUIDA et al., 1991; ZEL et al., 1993). A anélise de CAP confirmou a correlagéo entre
a estrutura das comunidades desnitrificantes e 0 NBM, com excecdo do gene nosZ durante a
estacdo seca. Outro estudo também observou correlagdo entre a comunidade microbiana e o
CBM e NBM em pastagens da América do Sul, sugerindo que as mudancas observadas nos
genes funcionais foram associadas as alteracdes nos estoques de C e N (BERTHRONG et al.,
2009). O teor de P também pareceu ser um fator importante em moldar a estrutura das
comunidades do gene nosZ (Figura 4.4). Bérta et al. (2010) observaram que as comunidades
do gene nirK foram fortemente dependentes a disponibilidade de P. De fato, o contetdo de P
na TPI contrasta com os valores observados em ACH (Tabela 2.1, pagina 38, capitulo 2) e
alguns pesquisadores acreditam que a principal fonte de P nas TPIs sdo provenientes de
apatita biogénica (e.g. espinha de peixe, 0ssos de mamiferos e carapacas de tartarugas) e de
0ss0s humanos (rituais funerarios) (LIMA et al., 2002; SCHAEFER et al., 2004).

4.5 Conclusotes

Apesar das comunidades de bactérias desnitrificantes terem sido estudadas em diversos
tipos de solos, este € o primeiro estudo em acessar essas comunidades em solos da Amazonia.
Os resultados deste estudo mostraram a influéncia da sazonalidade nas abundéncias das
comunidades do gene nirK em ambos os solos estudados (TPl e ACH) sob floresta
secundaria. Alem disso, as mudancas ocorridas nas propriedades do solo devido as variagdes
na sazonalidade parecem ter influenciado a abundancia do gene nirK. Curiosamente, as
diferencas nas propriedades dos solos entre TPl e ACH e 0 uso da terra ndo afetaram a
abundancia da comunidade do gene nirK. No entanto, alteracbes nas estruturas das
comunidades dos genes nirK e nosZ foram observadas em TPl e ACH em associagdo com 0
uso da terra e sazonalidade. Este estudo demonstrou claramente que as estruturas das
comunidades desnitrificantes responderam tanto a mudangas de uso da terra como na
sazonalidade. TPI pareceu ser mais afetada pelo uso da terra do que pela sazonalidade, e ACH

foi mais influenciado pelas variacbes da sazonalidade. Estes resultados sugerem que as
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comunidades desnitrificantes na TPl podem ser mais resistentes ao estresse de mudangas na
temperatura e umidade do solo do que ACH. Esta é uma caracteristica importante para
futuramente ser melhor investigada na TPl devido a preocupacdo atual com os futuros

impactos das mudancas climaticas na biodiversidade dos ecossistemas.
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