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RESUMO GERAL

A composicdo e estrutura de comunidades bacterianas de solos de cerrado em areas
nativas submetidas a adicdo de nutrientes, invasdo por espécies de gramineas exoticas e
em areas convertidas a pastagens submetidas a plantio de espécies arbdreas foram
avaliadas neste trabalho. No primeiro caso, amostras de solo foram coletadas em uma
area de cerrado sentido restrito na Reserva Ecoldgica do IBGE (Brasilia, DF, Brasil)
onde foram estabelecidas 20 parcelas experimentais de 225m? (cinco por tratamento)
Entre 1998 e 2006 foram aplicados 100 kg.ha.ano™ de N (tratamento N), 100 kg.ha
ano™ de P (tratamento P), 100 kg.ha.ano™ de N e P em combinag&o (tratamento NP) e 4
tha.ano® de Ca (tratamento Ca). As parcelas fertilizadas foram comparadas com
parcelas ndo fertilizadas (controle). As caracteristicas quimicas dos solos diferiram
significativamente entre os tratamentos. As analises da comunidade bacteriana do solo
foram realizadas atraves da técnica de pirosequenciamento. Observou-se diferencas
entre as amostras dos tratamentos de adicdo de nutrientes e também entre amostras
coletadas nas estagOes seca e chuvosa. Os filos mais abundantes (Acidobacteria,
Proteobacteria, Planctomycetes e Verrumicrobia) foram os que apresentaram maiores
diferencas entre os tratamentos com aumento ou decréscimo da abundancia relativa de
acordo com o tratamento. Entre os filos menos abundantes, maiores diferencas foram
observadas para os filos Armatimonadetes e Elusimicrobia, também com aumento ou
decréscimo da abundéncia relativa de acordo com o tratamento. Entre os filos mais
abundantes, as diferengas entre estacGes foram maiores para Planctomycetes,
Proteobacteria e Firmicutes enquanto para os filos menos abundantes, as diferencas
foram mais marcantes para Armatimonadetes e Elusimicrobia, com aumento da
abundancia relativa. Os efeitos da invasdo por espécie de graminea exdtica sobre a
comunidade bacteriana do solo foram verificados através de coletas em situagcdo de
campo e atraves de experimento em casa de vegetacdo. Em campo foram realizadas
coletas de solo rizosférico associado a individuos das gramineas Melinis minutiflora
(exotica) e Echinolaena inflexa (nativa). Observou-se maior concentragcdo de nutrientes
no solo rizosférico de M. minutiflora em relacdo a E. inflexa. A analise de géis de
DGGE indicou diferenciacdo das comunidades bacterianas de solo entre as espécies,
bem como diferencas relacionadas & sazonalidade. Os efeitos da interacdo entre as
gramineas foram analisados no experimento em vasos. A diferenciacdo da comunidade
bacteriana do solo entre as espécies foi observada tanto em monocultura como nos vaso
com interacdo das duas espécies. As &reas convertidas em pastagem e submetidas ao
plantio de arbdreas localizam-se em uma fazenda particular no municipio de Paracatu,
Minas Gerais. As coletas de solo foram realizadas em: 1. area de cerrado sentido restrito
adjacente, 2. area de pastagem em uso e 3. area de pastagem com arboreas. As analises
da comunidade bacteriana do solo foram realizadas através da técnica de
pirosequenciamento As concentragdes de nutrientes no solo diferiram entre as trés areas
estudadas. Observou-se diferencas nas comunidades bacterianas do solo nas areas de
pastagem e a area de cerrado nativo, bem como os efeitos da sazonalidade. Os filos mais
abundantes - Acidobacteria e Planctomycetes - foram 0s que apresentaram maiores
diferencas entre os tratamentos e entre estagGes, aumentando sua abundéncia relativa.
Entre os filos menos abundantes, o filo Armatimonadetes apresentou maior diferenca,
com aumento da abundancia relativa. Os resultados indicam que altera¢bes induzidas
pela adicdo de nutrientes e invasdo bioldgica em &reas nativas de Cerrado bem como a
conversao em pastagens afeta a abundancia e composi¢do de comunidades bacterianas
do solo e que essas respostas interagem com a sazonalidade da precipitacao.
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GENERAL ABSTRACT

In this study we characterized the effects of nutrient addition, reforestation, invasion by
exotic grass species, and conversion to pasture on the composition and structure of
bacterial communities in Cerrado soils. To evaluate the effect of nutrient addition, 20
plots (five plots/treatment, 225 m” each) were established in a Cerrado sentido restrito
area of Reserva Ecoldgica do IBGE (Brasilia, DF, Brasil). From 1998 to 2006 the plots
were treated with: 1) ammonium sulfate (N treatment, 100 kg ha® year™), 2) single
superphosphate (P treatment, 100 kg ha® year?), 3) ammonium sulfate and single
superphosphate (N/P treatment, each 100 kg ha™ year™), 4) limestone and gypsum (Ca
treatment, 4 t ha™ year™), or 5) left untreated (control). Pyrosequencing results showed
that bacterial communities differed significantly between fertilized and unfertilized soils
and between samples collected in wet and dry seasons. The most abundant phyla
(Acidobacteria, Proteobacteria, Planctomycetes, and Verrucomicrobia) showed the
greatest differences overall with increased or decreased in relative abundance depending
on the treatment. Among less abundant phyla, Armatimonadetes and Elusimicrobia
showed the greatest differences also with increased or decreased in relative abundance
depending on the treatment. Effects of seasonality were most pronounced in
Planctomycetes, Proteobacteria, and Firmicutes (among the most abundant phyla) and
in Armatimonadetes and Elusimicrobia with increased relative abundance (among the
least abundant phyla). Effects of exotic grass invasion were evaluated in a greenhouse
experiment and in the field by analyzing rhizosphere soil associated with Melinis
minutiflora (exotic) and Echinolaena inflexa (native). We found that nutrient
concentrations were higher in the rhizosphere of M. minutiflora than in that of E.
inflexa. In addition, denaturing gradient gel electrophoresis analysis revealed that
bacterial communities differed significantly between rhizospheres of the two species
and between soil samples collected in wet and dry seasons. Interactions between grass
species were evaluated in a pot experiment in which the two species were grown either
together or separately. The results revealed that each grass species was associated with a
distinct bacterial community under both conditions. The effects of conversion to pasture
and reforestation were evaluated at a private farm near the city of Paracatu, Minas
Gerais. Soil samples were collected in: 1) a Cerrado sentido restrito area, 2) a pasture
that was in use, and 3) a pasture planted with tree species. We found that nutrient
concentrations differed among the three soil areas. In addition, pyrosequencing analysis
revealed that bacterial communities differed among soil areas and between wet and dry
seasons. The most abundant phyla (Acidobacteria and Planctomycetes) showed the
greatest differences overall; among the less abundant phyla, Armatimonadetes showed
the greatest differences. The results indicate that changes induced by the addition of
nutrients and biological invasion in native Cerrado areas as well as the conversion into
grassland affects the abundance and composition of soil bacterial communities and that
these responses interact with the precipitation and seasonality.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, sendo considerado o mais
rico entre os paises detentores de megadiversidade (MMA, 1998). O Cerrado é o
segundo maior bioma brasileiro, ocupando aproximadamente, 1,8 milhdes km® e
compreende um gradiente de fitofisionomias campestres, savanicas e florestais que
dominam o Centro-Oeste brasileiro (SANO & ALMEIDA, 2008). E considerado um
dos “hotspots” mundiais de biodiversidade em funcdo de sua riqueza de espécies, alto
nivel de endemismos e perda de habitats (MYERS et al., 2000).

A conversdo de areas nativas de Cerrado em agricolas tem aumentado
significativamente nos altimos 40 anos. Estima-se que mais da metade dos 2 milhdes de
quilébmetros quadrados, originalmente ocupados por vegetacdo de Cerrado, tenha sido
transformada em pastagens, campos de cultivo, assentamentos urbanos e &reas
degradadas. Considerando a area original de 204 milhdes de hectares, o0 bioma ja perdeu
47,84% de sua cobertura de vegetacdo até 2008. Awvaliada pelo “Projeto de
Monitoramento do Desmatamento nos Biomas Brasileiros por Satélite” (projeto de
cooperacao técnica entre o Ministério do Meio Ambiente - MMA, o Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA e o Programa das
NacOes Unidas para o Desenvolvimento — PNUD), a area desmatada até 2002 foi de
890.636 km?, e, entre 2002 e 2008, esse valor foi acrescido de 85.074 km?, o que
equivale a valor médio anual de 14.179 km? (CRS/IBAMA, 2009).

O uso da terra tem se caracterizado pelos sistemas de producdo intensiva, com
mecanizacdo e utilizacdo de elevadas doses de fertilizantes e pesticidas. A melhoria de
aptiddo agricola do Cerrado ndo se limitou as estratégias de corre¢do quimica do solo,
mas também ao desenvolvimento e langamento de novas variedades agricolas, como por
exemplo, a soja, (REZENDE, 2002).

A busca de praticas agricolas que proporcionem altas produtividades com
sustentabilidade dos agroecossistemas tem sido um grande desafio. O conhecimento
sobre o funcionamento biolégico do solo do bioma Cerrado ainda € escasso, sendo uma
necessidade a busca de bioindicadores que avaliem de modo eficaz, as alteragdes que
ocorrem no solo e seus impactos sobre a composicdo e funcionamento da microbiota,

indicando estratégias adequadas de conservagdo e manejo. (MENDES et al., 2012).



Comunidades microbianas estdo diretamente envolvidas nos ciclos
biogeoquimicos, entretanto nosso conhecimento sobre as mudangas em sua composigéo,
diversidade e funcionalidade em regides tropicais € ainda limitado.

O manejo do solo para cultivo altera a cobertura vegetal e as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas, agindo diretamente sobre as comunidades microbianas.
As alteragbes sdo refletidas na composicdo, atividade e biomassa da comunidade
microbiana, pois sua permanéncia no ecossistema fica condicionada a sua habilidade de
adaptacéo e resposta a essas mudancas ambientais (PEREIRA et al. ,1999).

Recentemente tém se abordado os efeitos dessas alteragOes na estrutura e
funcionamento das comunidades microbianas dos solos de cerrado (PEIXOTO et al.,
2002; PINTO et al., 2006; QUIRINO et al., 2009; BRESOLIN et al., 2010; CASTRO et
al., 2011; ARAUJO et al., 2012; MENDES et al., 2012).

Os microrganismos vém evoluindo hé aproximadamente 4 bilhGes de anos, e até
2 bilhdes de anos atras eram a Unica forma de vida na Terra (WARD, 1998). Em virtude
da sua longa histéria evolutiva e da necessidade de adaptagdo aos mais distintos
ambientes, 0s microrganismos acumularam uma impressionante diversidade genética
(WARD, 1998). Os microrganismos representam o repertério mais rico em diversidade
quimica e molecular na natureza, constituindo a base de processos ecoldgicos, além de
manterem relagdes vitais entre si e com 0s organismos superiores (HUNTER-CEVERA,
1998). Entretanto, a diversidade de microrganismos é tdo grande quanto desconhecida.
Os estudos microbiolégicos continuam descobrindo niveis inesperados de diversidade
microbiana em ambientes incomuns, como biofilmes em chuveiros (FEAZEL et al.,
2009), na troposfera (BOWERS et al., 2009) e dentro de rochas provenientes da
Antartica (CARY et al., 2010). Um grama de solo pode conter 10 bilhdes de
microrganismos, representando milhares de espécies (ROSSELO- MORA & AMANN,
2001). A principal raz&o para nosso pouco conhecimento é que, até pouco tempo atrés,
0s microrganismos tinham que ser cultivados para serem identificados (PACE, 1996) e,
além disso, o tamanho microscépico dos microrganismos, a frequéncia de ocorréncia
das populag0es, a sazonalidade, e em muitos casos, a dependéncia de hospedeiros e/ou
substratos especificos para sua sobrevivéncia e multiplicacdo também eram importantes
limitagdes (TORSVIK & @VREAS, 2002). Hoje em dia, com o aperfeicoamento de
técnicas moleculares e com a reducdo de custos de anélises, isto ndo é mais um fator

limitante.



Nos ecossistemas naturais, a cobertura vegetal permanente proporciona protecao
continua do solo, além de adicionar nutrientes e matéria organica, principalmente
através de seus residuos. Seus efeitos sobre a comunidade microbiana podem interagir
com os efeitos provocados pelas flutuacdes hidricas e térmicas que ocorrem durante o
ano, influenciando em menor ou maior grau as comunidades microbianas, através da
determinacdo da atividade e das taxas de crescimento das diversas popula¢des na
comunidade microbiana. Em agroecossistemas, o preparo e o cultivo do solo
influenciam a comunidade microbiana, principalmente através de alteracfes na aeracao
e na disponibilidade de nutrientes do solo.

Em um agroecossistema, a variacdo da diversidade microbiana ao longo das
estacOes do ano ainda ndo é bem compreendida, j& que em cada estacdo parece ocorrer
uma comunidade microbiana dominante acompanhada de outras pouco abundantes que,
muitas vezes, estdo abaixo do nivel de deteccdo dos métodos de avaliacdo (TORSVIK
& PVREAS, 2002). Tais variacbes estdo diretamente ligadas ao regime hidrico e ao
clima da regido, a estrutura e ao manejo do solo, e ao teor e a qualidade dos residuos
vegetais aportados (TIEDJE et al., 2001). Um solo com teor elevado de matéria
orgénica tende a manter a populagdo microbiana mais estdvel ao longo do ano,
provavelmente, em decorréncia da riqueza de nichos ecoldgicos, pela heterogeneidade
das fontes de carbono (GRAYSTON et al., 2001).

A calagem e a adubacdo sdo alternativas técnicas utilizadas para corrigir a
elevada acidez e a baixa fertilidade dos solos do Cerrado. Entretanto, as alteragdes do
pH e da disponibilidade de nutrientes podem influenciar a comunidade microbiana de
maneira direta através da atuacdo sobre processos microbianos, fisiologicos e
bioquimicos especificos, ou indiretamente através da disponibilidade de nutrientes e da
neutralizacdo de elementos toxicos (KAMEL et al., 1989). Mudancas causadas pelo
homem no ciclo do N sdo particularmente importantes devido ao fato de que adigéo de
N altera substancialmente a composicdo, a produtividade e outras propriedades do
ecossistema (VITOUSEK et al., 1997). A disponibilidade de nitrogénio (N), para
produtores priméarios parece ser particularmente sensivel a composicdo da comunidade
de plantas.

O aumento dos niveis de deposicdo de nitrogénio, associado a industria e a
agricultura, pode conduzir os solos em direcdo a um nivel téxico de acidificacdo, de
reducdo do crescimento das plantas, além de poluir as aguas superficiais. Este aumento
tem o potencial de afetar diretamente os microrganismos do solo, pois altera a
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interacdes competitivas entre as plantas. Os efeitos no nitrogénio nos microrganismos
do solo podem se manifestar de maneira indireta, em particular, no caso dos fungos,
onde estaria alterando a relagdo simbidtica com raizes de plantas (BRADLEY et al.,
2006). Estudos tém mostrado que a natureza e a quantidade de fertilizantes usados
afetam a atividade enziméatica microbiana, principalmente envolvendo as enzimas
degradadoras de lignina e modificam a composi¢cdo microbiana do solo (BARDGETT et
al.,1999, PEIXOTO et al., 2010).

As mudancas ocorridas nos ecossistemas sejam para 0 manejo do solo para
cultivo ou através das mudancas ambientais globais, facilitam a entrada de espécies
vegetais com alto poder de colonizagdo, conhecidas como espécies invasoras. Estas
espécies possuem a caracteristica de alterar as fungbes do ecossistema.

O réapido avanco das espécies invasoras torna a invasdo bioldgica, juntamente
com as mudangas antropicas nas paisagens naturais e as alteragdes na atmosfera, 0s
maiores agentes das mudancas globais (MACK et al., 2000). O estabelecimento,
naturalizacdo e expansao das espécies invasoras sao responsaveis por grandes mudangas
na composicdo das espécies, estrutura das comunidades e nas principais funcbes dos
ecossistemas naturais (MACDONALD, 1988; VITOUSEK et al., 1997; D’ANTONIO
& MEYERSON, 2002).

A invasdo por espécies exdticas sejam animais ou vegetais, representam um
grave problema para o funcionamento dos ecossistemas naturais e ameaga a manutencgao
da diversidade biologica (BOSSARD et al. 2000). Os efeitos da invasdo bioldgica
podem ser classificados em trés niveis: 1- individuo (ex: reducdo do crescimento ou
reproducdo); 2- tamanho da populacdo, estrutura, composicado genética (ex: extin¢do), e
3- composicdo da comunidade e estrutura, e processos do ecossistema (ex: ciclagem de
nutrientes) (BYERS et al., 2002).

No territorio brasileiro, a introducdo das gramineas de origem africana
Andropogon gayanus Kunth, Brachiaria decumbens Staf Hyparrhenia rufa (Ness)
Stapf. e Melinis minutiflora (capim gordura) ocorreu acidentalmente, ou para fins
comerciais, e essas gramineas se espalharam por grandes extensdes de ecossistemas
naturais deslocando espécies nativas gracas a sua agressividade e o grande poder
competitivo (EITEN & GOODLAND, 1979).

O capim-gordura (Melinis minutiflora) € uma invasora extremamente agressiva
que compete com sucesso com a flora nativa. E capaz de invadir areas naturais e de

descaracterizar em poucos anos a fisionomia da vegetacdo original (FILGUEIRAS,
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1990). Na regido do Cerrado, o capim-gordura é uma das principais espécies invasoras
e, devido ao seu potencial adaptativo, tem se tornado um grande problema em Unidades
de Conservacdo (PIVELLO et al., 1999a; 1999b).

A regido do Cerrado foi marcada por grandes investimentos para formacdo de
pastagens plantadas na década de 70 (EITEN & GOODLAND, 1979; ANDRADE,
1986). Neste periodo, iniciou-se um programa de substituicdo do capim-gordura por
gramineas mais produtivas, principalmente as espécies do género Brachiaria (B.
decumbens, B. humidicola, B. brizantha).

A abertura de novas areas para agricultura e o abandono de areas degradadas
estaria favorecendo o estabelecimento de espécies vegetais invasoras na regido do
Cerrado. Pesquisas mostram que 70% das pastagens brasileiras estdo em processo de
degradacdo, principalmente no cerrado, areas de transicdo e na Amazonia, o que afeta a
produtividade e a sustentabilidade da pecuaria nacional. As estimativas para o Brasil
chegam em 70 milhGes de hectares de pastagens degradadas (FAO 2008). O
desenvolvimento de tecnologias para recuperar areas de pastagens abandonadas e
degradadas, tais como o0 uso de sistemas agroflorestais, serve como alternativa para
minimizar a pressdo de desmatamento sobre novas areas, e proporcionar
desenvolvimento social, econdmica e ecologicamente sustentivel para os agricultores
(DIAS-FILHO, 2006).

Em 2003, os imdveis rurais no Brasil ocupavam 49,1% da area terrestre total do
pais, com o Centro-Oeste (principalmente Cerrado) representando a maior proporcéo
(32% da area total do pais), e com a maior area média de propriedades rurais em todo o
pais (397,2 ha). O niamero de propriedades rurais foi estimado em 1.032 milhdes nos 11
estados do Cerrado, com cerca de 795 mil de agricultores familiares. A atividade
agricola devera continuar aumentando na regido do Cerrado por algum tempo, dado que
ainda possui areas muito grandes com potencial agricola e florestal. Essas areas tendem
a se tornar gradualmente mais acessiveis e, portanto, mais atraentes para o investimento.
Esse panorama ressalta a importancia da participacdo do setor privado e proprietarios
rurais em estratégias de conservacgdo para o Cerrado.

Segundo o Cddigo Florestal Brasileiro (art. 12), “imdveis rurais devem manter
area com cobertura de vegetacdo nativa, a titulo de Reserva Legal, sem prejuizo da
aplicacdo das normas sobre as Areas de Preservacio Permanente”, com a funcio de
assegurar 0 uso econdmico de modo sustentavel dos recursos naturais do imovel rural,

auxiliar a conservacdo e a reabilitagdo dos processos ecoldgicos e promover a
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conservacdo da biodiversidade, bem como o abrigo e a protecdo da fauna silvestre e da
flora nativa. Para imdveis situados em area de Cerrado, a faixa de preservacdo deve ser
de 20% da érea total da propriedade (35% em é&rea de transicdo com a Amaz6nia).
Entretanto, na grande maioria das propriedades a utilizacdo inadequada de éareas de
Reserva Legal torna a recuperacdo dessas areas um importante fator na reabilitacdo de
processos ecoldgicos e da biodiversidade.
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2. OBJETIVO GERAL E ESTRUTURA DA TESE

Em face dos aspectos acima apresentados, o objetivo geral da presente tese é
avaliar os efeitos de alteragdes em ecossistemas de Cerrado sobre a diversidade
bacteriana do solo. Os resultados sdo apresentados em trés capitulos, estruturados da
seguinte forma:

Capitulo 1 - Diversidade microbiana do solo em parcelas de cerrado sentido restrito
submetidas a adicdo de nutrientes

Capitulo 2 — Efeitos da invasdo por gramineas exoticas sobre as comunidades
microbianas do solo

Capitulo 3 — Efeitos do plantio de arboreas em uma pastagem sobre a comunidade
bacteriana do solo
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CAPITULO 1

DIVERSIDADE BACTERIANA DO SOLO EM PARCELAS DE CERRADO
SENTIDO RESTRITO SUBMETIDAS A ADICAO DE NUTRIENTES

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de longa-duracdo de acréscimo de
nutrientes e do efeito da sazonalidade da precipitacdo na comunidade bacteriana do solo
em uma area de cerrado sentido restrito, localizada na Reserva Ecoldgica do IBGE
RECOR/ IBGE). Cinco tratamentos foram comparados quanto a adicdo de nutrientes:
controle (sem acréscimo de nutrientes), calcio (Ca), nitrogénio (N), nitrogénio e fosforo
(NP) e fosforo (P). N6s examinamos como a estrutura da comunidade bacteriana muda
através da adicdo de nutrientes e se essas mudangas sdo semelhantes em parcelas de
tratamentos diferentes e em diferentes estagdes do ano (seca e chuvosa). A composicéo
da comunidade microbiana foi determinada pela técnica de pirosequenciamento do gene
16S rDNA, com primers especificos para bactérias. A comunidade bacteriana foi
significativamente afetada pela adigdo de nutrientes, especialmente quando Ca foi
adicionado. A sazonalidade foi outro fator de diferenciacdo entre as comunidades dos
tratamentos. Um total de 18 filos foi identificado nos cinco tratamentos. Dez filos
(AD3, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacterioidetes, Chloroflexi, Firmicutes,
Planctomycetes, Proteobacteria, Verrumicrobia e WPS-2) foram considerados
abundantes com frequéncia de sequencias maior que 1% e sete filos foram considerados
em menor abundancia, com frequéncia de sequéncias inferior a 1% (Armatimonadetes,
Chlamydiae, Elusimicrobia, Gemmatimonadetes, BRC1, TM6, TM7). Acidobacteria, o
grupo de bactérias ndo classificadas e o filo Proteobacteria, foram os mais abundantes
nos cinco tratamentos, enquanto que o filo Acidobacteria foi 0 mais abundante nas duas
estacOes. Sequéncias correspondentes a dois grupos do filo Acidobacteria
(Chloroacidobacteria e Solibacteres) e um grupo representativo de ndo classificadas
também foi identificado nas parcelas controle. Mudancgas na comunidade bacteriana em
resposta ao tratamento de adi¢cdo de nutrientes foram relatadas pela presenca/auséncia
de alguns grupos e pelas mudancas na abundéncia dos grupos comuns.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the long-term effects of nutrient additions
and seasonality of rainfall on the soil bacterial community of a Brazilian savanna. Five
treatments were compared: control (without nutrient additions), calcium only (Ca),
nitrogen only (N), nitrogen and phosphorus (NP) and phosphorus only (P) additions.
We examined how the soil bacterial community structure changes with the addition of
nutrients, whether these changes are similar across plots from different treatments and
in different seasons (wet and dry). Microbial community composition was determined
by barcoded pyrosequencing of the 16S rDNA gene employing a primer set that
captures bacteria. The bacterial community was significantly affected by nutrient
additions especially when Ca was added. Seasonality was another factor to differentiate
bacterial communities in all treatments. A total of 18 phyla were identified in the five
treatments. Ten phyla (AD3, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacterioidetes, Chloroflexi,
Firmicutes, Planctomycetes, Proteobacteria, Verrumicrobia and WPS-2) were
considered abundant with sequence frequencies above 1% and seven phyla were
considered low abundance with sequence frequencies below 1% (Armatimonadetes,
Chlamydiae, Elusimicrobia, Gemmatimonadetes, BRC1, TM6 and TM7).
Acidobacteria, the group of "unclassified bacteria” and phylum Proteobacteria, were the
most abundant in the five treatments, whereas the phylum Acidobacteria was the most
abundant in both seasons. Sequences corresponding to two groups of the phylum
Acidobacteria (Chloroacidobacteria and Solibacteres) and a representative group not
classified were also identified in the control plots. Changes in the bacterial community
in response to the treatments were related to the presence/absence of certain groups and

to changes in abundance of common groups.
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1. INTRODUCAO

O uso da terra no Cerrado € caracterizado pela agricultura intensiva e
mecanizada, utilizando grandes quantidades de fertilizantes e pesticidas. Em conjunto
com a perda de habitats e com a mudanca climatica antropica, a deposicao atmosférica
de nitrogénio (N) é um dos fatores determinantes da perda de biodiversidade em
diferentes ecossistemas do mundo (BOBBKIN et al., 2010) O aumento na deposicao de
N representa uma grande ameaca ecologica uma vez que a disponibilidade de nutrientes
é fator chave na determinacdo da composicdo da comunidade vegetal. Adicionalmente,
a estabilidade da vegetacdo em muitos ecossistemas, sobretudo na regido tropical, €
dependente principalmente da baixa fertilidade do solo. Um experimento de longa
duracdo em uma area de cerrado nativo mostrou diminuicdo da diversidade de plantas
lenhosas e herbaceas como resultado do aumento da disponibilidade de nutrientes com o
favorecimento de algumas espécies (JACOBSON et al., 2010 e BUSTAMANTE et al.,
2011, respectivamente). No mesmo experimento, foram observadas alterac6es das taxas
de decomposicdo (JACOBSON et al., 2010). No entanto, tais alteragdes na composi¢ao
da comunidade vegetal e em processos biogeoquimicos no Cerrado ainda ndo foram
associadas a alteragOes na diversidade bacteriana do solo.

A comunidade microbiana do solo é parte fundamental dos ciclos
biogeoquimicos (PAUL & CLARK, 1996) e alteracdes na cobertura vegetal e manejo
no solo podem afetar a atividade e a diversidade microbiana.

As modificagOes ambientais provocadas pela flutuacao estacional das condicdes
climaticas também podem influenciar as populacbes na comunidade microbiana
(WARDLE & PARKINSON, 1990). Em ecossistemas naturais, a cobertura vegetal
permanente proporciona protecdo continua do solo, além de adicionar matéria organica
e nutrientes. Seus efeitos sobre a comunidade microbiana podem interagir com 0s
efeitos provocados pelas flutuagbes hidricas e térmicas que ocorrem durante o ano,
influenciando em menor ou maior grau as populagdes microbianas, através da
determinacdo da atividade e das taxas de crescimento das diversas popula¢des na
comunidade microbiana (TSAI et al., 1992).

Em sistemas cultivados, o preparo do solo influencia as populagdes da
comunidade microbiana, principalmente através de alteracBes na estrutura (aeragédo) e
quimica do solo (pH e disponibilidade de nutrientes). Alteracdes do pH podem

influenciar a comunidade microbiana de maneira direta através da atuacdo sobre
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processos microbianos, ou indiretamente através da disponibilidade de nutrientes
(KAMEL et al.,, 1989). O equilibrio dindmico das popula¢bes na comunidade
microbiana do solo também pode sofrer modificagdes influenciadas pelas interacdes
benéficas e/ou antagbnicas dos microrganismos, determinando a composicao qualitativa
e quantitativa da comunidade (RAVERKAR & KONDE, 1988).

O aumento da disponibilidade de nutrientes afeta a qualidade e produtividade
das plantas e os efeitos dos fertilizantes nos organismos do solo estdo relacionados a
qualidade e quantidade do material vegetal que entra no solo (DE VRIES et al., 2006).
Microrganismos tém mostrado menor diversidade funcional em pastagens manejadas
fertilizadas com N. A entrada de fertilizantes torna-se um recurso prontamente
disponivel aos saprofitos primarios, especialmente bactérias e para alguns nematoides
oportunisticos. Por outro lado a fertilizacdo por nitrogénio por longos periodos alterou a
comunidade fungica de ectomicorrizas e aumentou a dominancia da area por Russula
spp (AVIS et al. ,2003)

Estudos anteriores conduzidos em &reas de Cerrado indicaram forte influéncia da
sazonalidade da precipitacdo sobre as comunidades microbianas do solo (BRESOLIN et
al., 2010; VIANA et al., 2011; MENDES et al., 2012). A agua é um componente
indispensavel para o desenvolvimento dos processos metabdlicos no solo, com efeitos
tantos fisicos quanto quimicos. Quando a dgua é abundante, torna mais facil o transporte
de nutrientes sollveis e 0 movimento de microrganismos méveis ou predadores; quando
escassa, dificulta as trocas gasosas com a atmosfera externa e renovacgao do oxigénio. A
inércia termal da dgua também é um importante tampdo contra os efeitos das altas
temperaturas. A atividade microbioldgica diminui com a restricdo da &gua e alguns
microrganismos sdo mais sensiveis do que outros. Segundo Robert & Schmit (1982), a
atividade de grupos de bactérias € mais afetada que a de fungos. Bactérias Gram-
negativas sdo mais sensiveis que as Gram-positivas devido a sua parede celular.
Actinomicetos e cianobactérias sdo mais resistentes que a média dos microrganismos.
Em geral, fixadoras de nitrogénio atmosférico sdo afetadas com pouca redugdo no
contetdo de agua disponivel.

A intensidade da mortalidade de microrganismos de solo com secas severas pode
ser aumentada com a duragdo do periodo sem umidade e com a variagdo abrupta da
temperatura. A taxa de sobrevivéncia dos microrganismos ird depender do estado
fisiolégico em que estes se encontram. Este efeito pode ser atenuado quando o solo é
rico em himus (DAVET, 2004). No entanto, em regiGes semi-aridas, quando o solo é
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regularmente submetido a intensas e prolongadas secas, a comunidade microbiana
parece ter adquirido resisténcia e responde rapidamente a oferta de condicGes favoraveis
(VAN GESTEL et al., 1993).

A heterogeneidade temporal e espacial de recursos e da biota do solo sdo
importantes fatores para compreender os efeitos dos pulsos de agua nos ciclos
biogeoquimicos de ecossistemas aridos e semiaridos (AUSTIN et al., 2004). A
distribuicdo descontinua da vegetacdo nesses ambientes resulta em “ilhas de fertilidade”
tornando a distribuicdo de &gua e nutrientes desigual. Além da heterogeneidade
espacial, a fauna do solo difere em suas respostas ao solo seco e aos pulsos de agua,
sugerindo que os pulsos de agua disponiveis possam servir como um mecanismo de
selecdo nos ecossistemas aridos e semiaridos para organismos com alta resisténcia a
oscilagdes entre umido / seco. Experimentos em vaso indicaram, através da analise de
fosfolipideos, que as comunidades microbianas do solo sdo afetadas pela
disponibilidade tanto de agua quanto de carbono, mas mais a presencga ou auséncia de
adicdes de carbono do que ao tipo de substrato (DRENOVSKY et al., 2004). A razéo
entre fungos: bactéria também foi modificada quando a quantidade de agua foi
diminuida, em funcdo da reducdo das populactes de fungos.

Adicionalmente, interacdes entre plantas e microrganismos podem alterar
respostas ao estresse hidrico. Marulanda et al. (2009) avaliaram experimentalmente a
efetividade de bactérias na estimulacdo do crescimento de plantas e sua tolerancia a
seca. A tolerancia das plantas de Trifolium a seca foi observada em plantas inoculadas
por bactérias, onde estas estariam favorecendo a habilidade das plantas em aumentar seu
contetdo de &gua. O crescimento do sistema radicular de Trifolium seria favorecido
pelo acido indol acético (AlA) produzido pelas bactérias. Duas espécies de arvores
mediterraneas, Pinus halepensis e Quercus coccifera, inoculadas com Pseudomonas
fluorescens apresentaram resposta a seca influenciada pela associagdo com
microrganismos. Entretanto, a magnitude e o sinal das respostas dependeram da
estratégia do uso de agua por estas espécies (RINCON et al., 2008).

Considerando as respostas anteriormente observadas da entrada de nutrientes
sobre a diversidade de espécies lenhosas e herbaceas em uma area de cerrado, coloca-se
a pergunta se a comunidade bacteriana de solo também é afetada em termos de
diversidade e se 0 aumento da disponibilidade de nutrientes altera a sua resposta a seca
sazonal. Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo:
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Descrever e comparar a diversidade da comunidade bacteriana dos solos em
parcelas experimentais de cerrado sentido restrito submetido a diferentes tratamentos de
adicdo de nutrientes bem como as interagfes entre as respostas aos tratamentos e a

sazonalidade da precipitacao.

As seguintes hipéteses foram formuladas:

1. A entrada de nutrientes via fertilizagcdo afeta a comunidade bacteriana de solo
em é&rea de cerrado nativo em funcdo do aumento da disponibilidade de
nutrientes no solo;

2. A sazonalidade bem marcada da precipitagdo no bioma Cerrado ocasiona
mudangas nas comunidades microbianas de solo em fungéo dos efeitos sobre as

caracteristicas quimicas do solo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Descricdo da area de estudo

A area de estudo localiza-se na Reserva Ecoldgica do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (RECOR / IBGE) (Figura 1), localizada a 35 km ao sul do centro
de Brasilia, D. F., km 0 da BR — 251 (15° 55’ S, 47° 51’ W), a uma altitude média de
1100 m, ocupando uma area de 1350 ha (Figura 1). O clima, segundo a classificacdo de
Kdppen, é tropical (Aw), com precipitacdo anual média entre 1100 a 1600 mm com
duas estagdes bem definidas: seca e chuvosa. A estacao seca ocorre de maio a setembro
e a chuvosa de outubro a abril, quando ocorre mais de 90% da precipitacdo anual. As
parcelas do estudo fazem parte do projeto “Estudo dos Efeitos das Mudangas Globais
que Determinam a Estrutura e o Funcionamento de Ecossistemas de Cerrado” (lAl-
PRONEX). O projeto foi implantado na RECOR desde 1998.

A vegetacdo da area de estudo € caracterizada como cerrado sentido restrito,
formacdo fisiondmica vegetal que caracteriza os cerrados do Brasil Central, ocupando
aproximadamente 43% da regido (EITEN, 1972). Ja o solo da area é classificado como
Latossolo Vermelho (distréficos, profundos e bem drenados e com minerais argilosos
do tipo 1:1 com predominio de 6xidos de ferro e aluminio) (HARIDASAN, 1994).

2.2.Delineamento do experimento

O delineamento experimental foi o de blocos inteiramente casualizados onde as
parcelas experimentais foram fertilizadas com nitrogénio, fosforo, calcio e a
combinacdo de nitrogénio com fosforo (Figura 2). Os tratamentos foram replicados
quatro vezes em parcelas de 225 me separadas por uma distancia minima de 10 m.

Os tratamentos foram divididos em controle (sem adubacdo), +N (adicdo de
(NH4)2S0,), +P (adicdo de Ca (H2PO,), + CaS04.2H,0 — superfosfato simples 20%) e
+NP (adicdo de sulfato de amdnio e superfosfato simples 20%) aplicados no solo a
lanco, sobre a serapilheira, em quantidades iguais em sub-parcelas de 5x5 m, duas vezes
ao ano (no inicio e final da estacdo chuvosa). Anualmente, entre 1998 e 2006, foram
adicionados 100 kg de N, 100 kg de P e 100 kg de N + 100 kg de P por hectare. As
calagens (tratamento Ca) foram realizadas através da adicdo de 60% de calcario
dolomitico (CaO+MgO) + 40% de gesso agricola (CaSO..2H,0) (4 t.ha.ano™) uma vez
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por ano no inicio da estacdo chuvosa, também aplicados no solo & langco sobre a
serapilheira. A aplicacdo em duas épocas teve a finalidade de propiciar uma menor
perda dos nutrientes pelo sistema.

Ocorreram duas queimadas acidentais na area, a primeira em 1994, antes do
inicio do projeto e a segunda em 2005, sete anos apods o estabelecimento do estudo. A
ultima aplicagdo de fertilizantes na area foi em abril de 2006, apds a reinstalacdo das

parcelas.

18



188000

g g
o< p OO
| ::} ::
o o©
le =3
= S
=3 e
el el
ol o
o© oo
4 4
18 g
& S
ol o
”© ks
Escala 1: 45.000
450 0 450 900 1350 Metros
e e ]
2 Proje¢do Universal Transversa de Mercator g
a Meridiano Central: 45° W Gr. b 1
|& Datum Horizontal: SAD-69 &
NOTA: Base cartogrifica elaborada pelo DECAR / DIMAP - Servigo de
Fotogrametnia do IBGE, a partir de restituigdo fotogrameétrica de fotos
aéreas escala 1: 8.000 tomadas em 1991.
188000 190000 192000 194000
Convengoes
/\/ Limite da Reserva Classes de Vegetacio
/\/ Aceiros - Mata-Galeria Seca = Campo Sujo sem Murundus B c apoeira
A/ Hidrografia Il Mata-Galeria Paludicola Campo Sujo com Murundus [ Reflorestamento
A\ Estradas e Trilhas I Cerrado Denso Campo Limpo Seco com Murundus B Pomar
. B Cerrado Tipico Campo Limpo Seco sem Murundus Cascalheira
- Edificagdes . I : :
i g - Cerrado Ralo B c ampo Limpo Umido com Murundus Area Urbanizada
Area Antropizada B Vereda I Campo Limpo Umido sem Murundus
D Limite da Bacia do Taquara

Figura 1. Mapa de vegetacdo da Reserva Ecoldgica do IBGE (RECOR-IBGE). O
quadrado preto representa a localizagéo do projeto de fertilizagcdo do cerrado.
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Figura 2. Mapa das parcelas do projeto “Estudo dos Efeitos das Mudancas Globais que
Determinam a Estrutura e o Funcionamento de Ecossistemas de Cerrado”, localizado na
Reserva Ecoldgica do IBGE (RECOR-IBGE) onde foi realizado o presente estudo.
Legenda: C — parcelas controle; Ca — parcelas célcio; N- parcelas nitrogénio; NP —
parcelas nitrogénio + fosforo; P- parcelas fosforo.
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2.3.Coletas das amostras de solo

As parcelas do tratamento de fertilizagdo foram amostradas ao longo do ano de
2009, para que se fosse possivel abranger as duas estacOes, seca e chuvosa e 0s periodos
de transicdo entre elas, seca/chuvosa e chuvosa/seca. As amostras de solo foram
coletadas com o auxilio de tubos de PVC com 10 cm de didmetro e no intervalo de
profundidade entre 0-10 cm.

As amostras foram compostas por seis pontos ao acaso dentro de cada parcela do
tratamento a ser amostrado. Assim para cada tratamento temos quatro amostras
compostas independentes.

Ap0s as coletas, em campo, as amostras destinadas as analises moleculares, pH e
analise de nutrientes foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas refrigeradas.
Para determinacdo do conteudo gravimétrico as amostras foram acondicionadas em latas
de aluminio e vedadas.

Ao chegar ao laboratorio, as amostras destinadas as analises moleculares foram
peneiradas através de malha de 2 mm, fracionadas em pequenas quantidades e
congeladas em freezer -20°C. As amostras utilizadas para determinacéo de pH e analise
de nutrientes foram peneiradas, secas em temperatura ambiente e armazenadas para as

anélises.

2.4. Analises fisico-quimicas do solo

Os valores de pH do solo foram obtidos em agua destilada e em solugdo de
CaCl; (0,01 M) na proporcdo 1:2,5. Apos a agitagdo com bastdo de vidro e repouso por
30 minutos foi realizada a leitura do pH, com auxilio de um potenciémetro.

As andlises quimicas do solo foram realizadas na Universidade Federal de
Vigosa (UFV-MG), no laboratério de Solos Florestais. Os elementos P, K foram
extraidos com o extrator Mehlichl e os elementos Ca, Mg e Al com o extrator KCI
(Imol/L). O carbono organico foi determinado pelo método Walkley-Black. A
concentracdo de P disponivel foi determinada por colorimetria, K trocével por
fotometria de chama, Ca e Mg trocéveis por espectrofotometria de absorcdo atémica. O
elemento Al por titulometria. As analises realizadas seguiram o protocolo estabelecido
por EMBRAPA (1997).
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A extracdo de N-NO73 e N-NH,4 * nas amostras de solo foi realizada pesando-se
2,0 g de solo fresco, adicionando-se 25 ml de KCI 2,0 M e agitando por 1 hora. Apos a
agitacdo, o extrato foi deixado em repouso durante a noite para posterior filtragdo do
sobrenadante.

A determinagdo das concentragdes de N-NO3 e N-NH;* foi realizada por
espectrofotometria. As leituras de N-NO7; foram realizadas nos comprimentos de onda:
218, 228, 254 e 280 nm (MEIER, 1991). A concentracdo de N-NH4 + foi determinada
pelo método de Nessler apds leitura no comprimento de onda 425 nm.

O teor gravimétrico de agua no solo foi determinado pela diferenga entre 0 peso
fresco e o peso seco do solo, apds secagem em estufa a 105° C até peso constante.

A andlise de textura das amostras de solo foi realizada com o método do
densimetro (BOUYOUCOS, 1926).

2.5. Analise da comunidade bacteriana do solo

A extracdo de DNA total das amostras de solo foi feita através do kit FastDNA
SPIN para extracdo de DNA de microrganismos em amostra de solo, marca MP Bio,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, com uso do equipamento Fast Prep®
24 (MP Bio, USA). O produto da extragcdo foi avaliado por eletroforese em gel de
agarose 0,8 % contendo brometo de etideo (2ug/ml) e o seu tamanho estimado por
comparagdo com o marcador 1kb plus ladder (USB-EUA).

Foram selecionadas trés amostras aleatoriamente por tratamento e mantidas para
as estacdes, chuvosa e seca (agosto e dezembro de 2009), para serem enviadas ao
laboratorio para pirosequenciamento. Selecionamos somente trés amostras devido ao
elevado custo financeiro para sequenciarmos todas as réplicas. As amostras
selecionadas foram: tratamento controle, parcelas 5, 11 e 21; tratamento célcio, parcelas
3, 12 e 20; tratamento nitrogénio, parcelas 2, 10 e 14; tratamento nitrogénio+fosforo,
parcelas 6, 8 e 16 e tratamento fosforo, parcelas 4, 15 e 19.

Para as analises de pirosequenciamento, os fragmentos de 16S rDNA das
amostras de solo de cada tratamento (cerrado controle, parcela com calcio, parcela com
fosforo, parcela com nitrogénio e parcela com nitrogénio e fosforo) foram amplificados
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores que flanqueiam as regides hipervariaveis
V5 a V9 do 16S rDNA (ARMOUGON & RAOULT, 2009). Os pares de
oligonucleotideos iniciadores utilizados foram 787F (5’- ATTAGATACCCNGGTAG -
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3’) e 1492 R (5’- GNTACCTTGTTACGACTT - 3’), com os adaptadores A ou B da
454 Life Science’s - (ROESCH et al., 2007).

A amplificacdo por PCR das sequéncias de 16S rDNA com 20 pl de volume
total de reacdo foi realizada através do protocolo: tampdo de Taqg polimerase 1X
(Invitrogen); 3,0 mM de MgCl,; 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 0,25 mM
de dNTPs;1,5U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1 pl de DNA. As concentragdes
das amostras de DNA variaram entre 1,08 ng/ul a 6,75 ng/ul em 25 pl. A amplificagdo
foi realizada utilizando desnaturacdo inicial de 3 min a 95°C, seguido por 25 ciclos com
desnaturacdo por 30 segundos a 95°C, anelamento por 30 segundos a 58°C e extensdo
por 1,4 minutos a 72 °C, seguido por uma extensdo final de 7 minutos a 72°C e
resfriamento a 10°C. Os amplicons foram sequenciados por meio do sequenciador de
nova geragdo GS FLX Titanium (454 Sequencing Center, Brandford, USA).

O processamento dos dados foi realizado por meio do pipeline Qiime
(CAPORASO et al., 2010). Sequéncias menores que 130 bp e com indice de qualidade
inferior a 30 foram removidas. As sequéncias foram separadas por amostras através dos
barcodes com 10 pb e depois agrupadas em filotipos usando Cd-hit (LI & GODZIK,
2006) com limiar de = 97% de similaridade entre as sequéncias. Sequéncias
representativas foram classificadas usando Uclust contra o conjunto de dados basicos do
RDP (Ribosomal Database Project). Os testes estatisticos sobre as diferencas
taxondmicas entre as amostras foram calculados por meio do programa STAMP
(PARKS & BEIKO, 2010).
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2.6. Analises estatisticas

O modelo linear misto proposto por Laird & Ware (1982) foi utilizado para
analise dos dados.

Os dados relativos as analises de solo, como pH, contetido gravimétrico de agua,
nitrato e aménio disponiveis e nutrientes foram testados quanto a sua normalidade e
homocedacidade. Tais verificacbes foram feitas através das andlises dos graficos de
residuos gerados.

Usamos o fator ‘estagdo’ como fixo, pois foram realizadas duas medicGes na
mesma area em épocas diferentes e 0s parametros quimicos como aleatérios.

Diferengas a 5 % de probabilidade foram consideradas significativas. As analises
estatisticas foram realizadas no programa R (versdo 2.13.0, pacote NLME 2.13.2 - R
Development Core Team 2008).

O programa estatistico PAST (Paleontological Statistics Software Package for
Education and Data Analysis, UK) foi usado para as analises de componentes principais
(PCA).
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3. RESULTADOS
3.1.Caracteristicas fisico-quimicas do solo

A distribuicdo da precipitacdo acumulada no periodo de estudo (agosto de 2009
a dezembro de 2009) estd apresentada na Figura 3. No més de agosto, até a data da
coleta das amostras de solo (11/08/2009), a precipitacdo acumulada no més foi de 0
mm. Para 0 més de dezembro, até a data da coleta das amostras de solo (15/12/2009), a
precipitacdo acumulada no més foi de 120,7 mm.

O conteudo gravimétrico de agua no solo na profundidade 0-10 cm respondeu as
variagcOes da precipitacdo durante o ano (Figura 4) e foram detectadas diferencas
significativas entres as amostras das esta¢des seca e chuvosa. A umidade do solo variou
de 16,9% (agosto 2009) a 44,8% (dezembro 2010) entre os tratamentos. Entretanto, néo
houve diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Com relacdo ao pH do solo, as amostras do tratamento com calcio apresentaram
0s maiores valores médios em relacdo ao tratamento controle, variando de 6,0 a 6,8 em
agua e de 5,7 e 6,6 em CaCl,. J& os valores médios de pH nas amostras de solos dos
demais tratamentos ndo diferiram significativamente entre si e variaram de 3,6 a 4,5
(Figura5 A e B).

As maiores concentragdes de N-NO'; foram medidas em amostras dos
tratamentos com célcio, nitrogénio e nitrogénio+fésforo tanto na estagdo seca quanto na
chuvosa. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos controle e fésforo
(Figura 5 C).

As maiores concentragdes de N-NH," foram medidas nas amostras coletadas nos
tratamentos com célcio e com fosforo nas duas estagdes, seca e chuvosa (Figura 5 D).

As concentragdes de P disponivel no solo dos tratamentos estudados foram
significativamente maiores somente nos tratamentos nitrogénio+fdésforo e fésforo, com
variacdes entre 32,8 mg/dm?® a 63,0 mg/dm°. Para os outros tratamentos as variacoes
foram de 2,3 mg/dm®a 3,6 mg/dm® (Figura 6 A).

As concentragcbes de K disponivel no solo foram maiores nas parcelas do
tratamento com nitrogénio+fdsforo e fosforo na estacdo chuvosa, com valores entre 31
mg/dm*® e 40 mg/dm®. No tratamento com calcio houve uma diminuicio da
concentracdo de K disponivel nas duas estacbes quando comparadas aos outros

tratamentos. Os valores médios para os tratamentos variaram entre 11 mg/dm® e 33
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mg/dm® (Figura 6 B). Contrariamente, a concentracdo de Mg disponivel no solo
aumentou nas parcelas do tratamento com calcio (Figura 6 C). Nas parcelas dos outros
tratamentos, ndo houve diferengas significativas na concentragdo de Mg disponivel. As
concentracdes de magnésio disponivel no solo foram maiores nas parcelas do
tratamento célcio variando entre 5,2 mg/dm® a 6,9 mg/dm3. Nos outros tratamentos n&o
houve diferencas significativas com as concentragdes variando entre 0,07 mg/dm®e 0,17
mg/dm?® (Figura 6 E). Assim, os valores de capacidade de troca catidnica (CTC) (Figura
7 B) foram significativamente maiores nas parcelas do tratamento calcio, variando entre
8,0 cmol/dm® e 10,7 cmol/dm®. Os valores nos demais tratamentos variaram de 1,0
cmol/dm® a 2,3 cmol/dm®.

As concentragcfes de Al disponivel no solo (Figura 6 D) foram maiores para as
parcelas dos tratamentos nitrogénio e nitrogénio+fosforo. As parcelas do tratamento
calcio ndo apresentaram valores detectaveis para aluminio disponivel no solo. Os
valores médios encontrados para os outros tratamentos foram 0,9 mg/dm?® a 1,4 mg/dm®.

Os valores dos teores de matéria organica (Figura 7 A) para os solos dos
tratamentos analisados ndo apresentaram diferencas significativas, com valores entre 76
g/kg a 84,5 g/kg.

A andlise dos componentes principais com 0s parametros quimicos dos solos
amostrados (Figura 8) separou as parcelas do tratamento calcio e agrupou as parcelas
controle no mesmo quadrante que os tratamentos de fosforo, nitrogénio e nitrogénio +
fosforo. As parcelas do tratamento célcio também se separam em quadrantes diferentes
para as amostras coletadas nas esta¢cdes chuvosa e seca. Os demais tratamentos também

se separam quanto as estacdes, seca e chuvosa.
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Figura 3. Distribuicdo da precipitacdo mensal (mm) durante o periodo de agosto de
2009 a dezembro de 2009. Dados da estacdo climatolégica da Reserva Ecoldgica do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, em Brasilia, DF. Os meses indicados com
setas representam os meses das coletas utilizadas neste estudo.
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Figura 4. Valores médios do teor de umidade no solo (%) obtidos em parcelas de
cerrado sentido restrito submetidas a adicdo de nutrientes, no intervalo de 0 a 10 cm de
profundidade do solo, entre agosto de 2009 a dezembro de 2009. As barras verticais
representam o desvio padrdo das médias (n=4). Legenda: C — parcelas controle; Ca —
parcelas célcio; N — parcelas nitrogénio; NP — parcelas nitrogénio+fésforo; P — parcelas
fosforo.
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Figura 5. Valores médios de pH em H,O (A) e de pH em CaCl, (B), concentracdes de
N-NO?3(mg/kg) (C) e N-NH*; (mg/kg) (D) obtidos em parcelas de cerrado sentido
restrito submetidas a adi¢do de nutrientes, no intervalo de 0 a 10 cm de profundidade do
solo, nos meses de agosto de 2009 e dezembro de 2009. As barras verticais representam
os desvios padrdo das médias (n=4). Diferencas significativas com o tratamento
controle estdo indicadas por asteriscos (* =5 %). Legenda: C — parcelas controle; Ca —
parcelas célcio; N — parcelas nitrogénio; NP — parcelas nitrogénio+fésforo; P — parcelas
fosforo.
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Figura 6. Concentracdes de P (A), K (B) (mg/dm®), Mg (C), Al (cmol/dm®) (D) e Ca
disponiveis (mg/dm®) (E) obtidas em parcelas de cerrado sentido restrito submetidas &
adicdo de nutrientes, no intervalo de 0 a 10 cm de profundidade do solo, nos meses de
agosto de 2009 e dezembro de 2009. As barras verticais representam os desvios padrdo
das médias (n=4). Diferencas significativas com o tratamento controle estdo indicadas
por asteriscos (* = 5 %). Legenda: C — parcelas controle; Ca — parcelas célcio; N —
parcelas nitrogénio; NP — parcelas nitrogénio+fosforo; P — parcelas fosforo.
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Figura 7. Teor de matéria organica (g/kg) (A) e capacidade de troca catidnica
(cmol/dm®) (B) — obtidas em parcelas de cerrado sentido restrito submetidas & adic&o
de nutrientes, no intervalo de 0 a 10 cm de profundidade do solo, nos meses de agosto
de 2009 e dezembro de 2009. As barras verticais representam o desvio padrdo das
médias (n=4). Diferencas significativas com o tratamento controle estdo indicadas por
asteriscos (* =5 %). Legenda: C — parcelas controle; Ca — parcelas célcio; N — parcelas
nitrogénio; NP — parcelas nitrogénio+fésforo; P — parcelas fosforo.

30



Component 2

4,84

NPs 3,6-

Ns @) Ps e Cas
‘\ )1‘2-
Cs
>~ ‘ pH_H20
—
48 3.6 24 1,2 e 2.4 3.6 48
Al
Cc ¥ , AT— Pc
v
NPc Cac
e midade
Nc

4.8

-6-

Component 1

Figura 8. Andlise dos componentes principais (PCA) com os parametros quimicos dos solos analisados. Legenda: Cc- tratamento cerrado
controle chuva; Cs- tratamento cerrado seca; Cac — tratamento calcio chuva; Cas - tratamento calcio seca; Nc- tratamento nitrogénio chuva; Ns —

tratamento nitrogénio seca; NPc — tratamento nitrogénio+fésforo chuva; NPs — tratamento nitrogénio+fosforo seca; Pc- tratamento fosforo chuva;
Ps- tratamento fosforo seca.
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3.2. Analise da comunidade bacteriana do solo

Ap0s as analises de pirosequenciamento, foram obtidas aproximadamente 233
000 sequéncias de alta qualidade para as parcelas dos solos analisados.

Usando a classificacdo do RDP Il (Ribosomal Database Project), com um indice
de confianca de 95%, um total de 18 filos foi identificado nas amostras das parcelas
experimentais. Dez filos (AD3, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacterioidetes,
Chloroflexi, Firmicutes, Planctomycetes, Proteobacteria, Verrumicrobia e WSP-2)
foram considerados abundantes. Consideraram-se abundantes os filos com frequéncia
maior que 1% e sete filos foram considerados pouco abundantes, com frequéncia menor
que 1% (Armatimonadetes, Chlamydiae, Elusimicrobia, Gemmatimonadetes, BRC1,
TM6, TM7).

Entre os filos mais abundantes, o filo Acidobacteria, 0 grupo de “bactérias ndo
classificadas” e o filo Proteobacteria apresentaram a maior abundancia, nos cinco
tratamentos analisados (Figura 9 A, B, C, D e E) sendo que o filo Acidobacteria foi o
mais abundante nas duas estacbes. Foram encontradas também sequéncias
correspondentes a dois grupos do filo Acidobacteria (Chloroacidobacteria e
Solibacteres) e um grupo representativo (8,1%) ndo classificado.

O filo Proteobacteria apresentou sequéncias das classes Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Gammaproteobacteria, além de sequéncias de
Proteobacteria “ndo classificadas”, nas estacGes chuvosa e seca, nas parcelas de todos os
tratamentos. Somente nas parcelas do tratamento com fosforo, o filo Proteobacteria
apresentou maiores valores de abundancia na estacéo seca.

A abundancia dos filos a partir do filo Proteobacteria variou entre os
tratamentos. As parcelas dos tratamentos cerrado controle, nitrogénio e
nitrogénio+fosforo apresentaram o filo AD3 como mais abundante ap6s Proteobacteria.
As classes ABS-6 e JG37-AG-4 do filo AD3 também apresentaram sequéncias nas
amostras analisadas. J& nas parcelas dos tratamentos célcio e fésforo, os filos mais
abundantes ap0s  Proteobacteria  foram  Actinobacteria e  Verrumicrobia,
respectivamente. Sequéncias das classes de Spartobacteria e Verrumicrobiae também
foram observadas, além de uma classe Verrumicrobia “néo classificada”.

Entre os filos pouco abundantes, os filos TM7 e Chlamydiae foram os mais
representativos (Figura 10 A, B, C, D e E). Apds esses filos, observou-se a seguinte
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ordem decrescente em abudancia: Armatimonadetes, Elusimicrobia, BRC1, TM6 e
Gemmatimonadetes.

Detectou-se também a presenca de filos raros. O filo Gemmatimonadetes
apresentou distribuicdo bem diferenciada entre os tratamentos. Nas parcelas do
tratamento controle sua presenca foi detectada nas duas estagfes, assim como nas
parcelas do tratamento fosforo, mas com maior abundéncia na estacdo chuvosa. J& nas
parcelas do tratamento célcio esse filo foi detectado somente nas amostras da estacao
chuvosa ao contrério do observado nas parcelas dos tratamentos nitrogénio e nitrogénio
+fosforo, onde o filo Gemmatimonadetes s6 foi detectado na estacdo seca.
Adicionalmente, nas parcelas do tratamento célcio ndo foi detectado o filo BRC1 em
nenhuma das estacdes, chuvosa ou seca.

Comparando-se as frequéncias relativas dos filos bacterianos dos cinco
tratamentos analisados através do programa STAMP utilizando o teste ANOVA -Tukey-
Kramer, os filos mais abundantes que apresentaram diferencas significativas entre estes
foram: Verrumicrobia, Acidobacteria, Planctomycetes e Proteobacteria (Figuras 11 e
12). Para os filos menos abundantes, os filos foram Elusimicrobia e Armatimonadetes
(Figura 13).

Quando comparamos as frequéncias relativas dos filos bacterianos mais
abundantes em relacdo as estacOes através do programa STAMP utilizando o teste
ANOVA -Tukey-Kramer, os filos que apresentaram diferencas significativas foram:
Proteobacteria, Planctomycetes e Firmicutes (Figura 14 e 15). Para os filos menos
abundantes, os filos foram Elusimicrobia e Armatimonadetes (Figural6).

As diferencas entre a composi¢do das comunidades bacterianas do solo nos
tratamentos foi avaliada através da Analise de Coordenadas Principais (PCoA) no
programa Unifrac. Através destas analises podem-se observar as separagdes entre 0s
tratamentos (Figura 17 A e 18 B). Realizaram-se anélises com parametros unweighted
(Figura 17 A), onde é avaliada a presenca-auséncia de sequéncias, e weighted (Figura
17 B), onde ¢ avaliada a abundancia relativa de cada grupo de sequéncias.

Com a analise PCoA unweighted (Figura 17 A) os resultados mostram a
separagdo bem definida das amostras do tratamento com célcio (estagdo chuvosa e seca)
das demais amostras dos outros tratamentos.

Na analise PCoA weighted (Figura 17 B), as amostras referentes ao tratamento

calcio coletadas nas estagdes chuvosa e seca também separam-se das demais amostras.
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A analise dos componentes principais (PCA) com os filos mais abundantes
permitiu visualizar a mesma separacao do tratamento célcio, incluindo a separacgéo entre
as estacOes chuvosa e seca, enquanto 0s outros tratamentos ndo estdo nitidamente

agrupados (Figura 18).
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Figura 9. Frequéncia dos filos bacterianos dominantes presentes no solo de &reas de cerrado sentido restrito submetidos a
adicdo de nutrientes, de acordo com analises de pirosequenciamento, classificados pelo Ribosomal Database Project com
limite de confianca de 95%. (A) Cerrado controle; (B) Tratamento com calcio; (C) Tratamento com fésforo; (D) Tratamento

com nitrogénio: (E) Tratamento com nitrogénio+fosforo.
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Figura 10. Frequéncia dos filos bacterianos menos abundantes presentes no solo de &areas de cerrado sentido restrito
submetidos a adicdo de nutrientes, de acordo com anélises de pirosequenciamento, classificados pelo Ribosomal Database
Project com limite de confianca de 95%. (A) Cerrado controle; (B) Tratamento com célcio; (C) Tratamento com fosforo; (D)

Tratamento com nitrogénio: (E) Tratamento com nitrogénio+fésforo.

36



Verrucomicrobla -
350 p=84le?

300
250
¢
gm
1
glw‘ " .
100
so ﬂ” ”
ol I D.Aih[l[l.m oo I]-l]_‘gpm_m'mnﬂ i
~ = N -~ k T LA ~ ~
C00RA80RR 222000 dR0C 0 RELEO00FER
COOUCUUSESSSSCaz2222B BB RAaaamAmA
2000 Acidobacteria »= 26904
6000
5000

§

Figura 11. Diferengas significativas (p < 0,05) entre filos bacterianos mais abundantes
presentes no solo de cerrado sentido restrito submetidos a adi¢do de nutrientes por meio do
programa STAMP utilizando o teste ANOVA -Tukey-Kramer. O valor médio para cada
grupo é demonstrado em forma de linha. Legenda: CC- cerrado controle chuva; CS -
cerrado controle seca; CaC — calcio chuva; CaS — calcio seca; NC — nitrogénio chuva; NS —
nitrogénio seca; NPC — nitrogénio+fosforo chuva; NPS — nitrogénio+fésforo seca; PIC —
fosforo chuva; PS — fosforo seca. Nimeros de 1 a 3 representam as réplicas dos tratamentos.
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Figura 12. Diferengas significativas (p < 0,05) entre filos bacterianos mais abundantes
presentes no solo de cerrado sentido restrito submetidos a adi¢do de nutrientes por meio do
programa STAMP utilizando o teste ANOVA -Tukey-Kramer. O valor médio para cada
grupo é demonstrado em forma de linha. Legenda: CIC- cerrado controle chuva; SCIS -
cerrado controle seca; CAIC — calcio chuva; SCAIS - célcio seca; NIC — nitrogénio chuva;
SNIS - nitrogénio seca; NFIC — nitrogénio+fosforo chuva; SNFIS — nitrogénio+fosforo
seca; FIC — fésforo chuva; SFIS — fosforo seca. NUmeros de 1 a 3 representam as réplicas
dos tratamentos.
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Figura 13. Diferencas significativas (p < 0,05) entre filos bacterianos menos abundantes
presentes no solo de cerrado sentido restrito submetidos a adicdo de nutrientes por meio do
programa STAMP utilizando o teste ANOVA -Tukey-Kramer. O valor médio para cada
grupo é demonstrado em forma de linha. Legenda: CIC- cerrado controle chuva; SCIS -
cerrado controle seca; CAIC — calcio chuva; SCAIS — célcio seca; NIC — nitrogénio chuva;
SNIS - nitrogénio seca; NFIC — nitrogénio+fosforo chuva; SNFIS — nitrogénio+fosforo
seca; FIC — fésforo chuva; SFIS — fosforo seca. NUmeros de 1 a 3 representam as réplicas
dos tratamentos.
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Figura 14. Diferencas significativas (p < 0,05) entre as estacdes chuvosa (azul) e seca
(marrom) entre filos bacterianos mais abundantes presentes no solo de cerrado sentido
restrito submetidos a adicdo de nutrientes por meio do programa STAMP utilizando o teste
ANOVA -Tukey-Kramer. O valor médio para cada grupo é demonstrado em forma de linha.
Legenda: CIC- cerrado controle chuva; SCIS — cerrado controle seca; CAIC — calcio chuva;
SCAIS - célcio seca; NIC - nitrogénio chuva; SNIS - nitrogénio seca; NFIC -
nitrogénio+fésforo chuva; SNFIS — nitrogénio+fésforo seca; FIC — fosforo chuva; SFIS —
fosforo seca. Nimeros de 1 a 3 representam as réplicas dos tratamentos.
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Figura 15. Diferencas significativas (p < 0,05) entre as estacdes chuvosa (azul) e seca
(marrom) entre filos bacterianos mais abundantes presentes no solo de cerrado sentido
restrito submetidos a adicdo de nutrientes por meio do programa STAMP utilizando o teste
ANOVA -Tukey-Kramer. Legenda: CIC- cerrado controle chuva; SCIS — cerrado controle
seca; CAIC - calcio chuva; SCAIS - célcio seca; NIC — nitrogénio chuva; SNIS —
nitrogénio seca; NFIC — nitrogénio+fosforo chuva; SNFIS — nitrogénio+fosforo seca; FIC —
fosforo chuva; SFIS — fosforo seca. NUumeros de 1 a 3 representam as réplicas dos
tratamentos.
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Figura 16. Diferencas significativas (p < 0,05) entre as estacdes chuvosa (azul) e seca
(marrom) entre filos bacterianos menos abundantes presentes no solo de cerrado sentido
restrito submetidos a adicdo de nutrientes por meio do programa STAMP utilizando o teste
ANOVA -Tukey-Kramer. O valor médio para cada grupo é demonstrado em forma de linha.
Legenda: CIC- cerrado controle chuva; SCIS — cerrado controle seca; CAIC — calcio chuva;
SCAIS - célcio seca; NIC - nitrogénio chuva; SNIS - nitrogénio seca; NFIC -
nitrogénio+fésforo chuva; SNFIS — nitrogénio+fésforo seca; FIC — fosforo chuva; SFIS —
fosforo seca. Nimeros de 1 a 3 representam as réplicas dos tratamentos.
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Figura 17. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) unweighted (A) e (B) weighted das
sequéncias 16S rDNA do solo de &reas de cerrado sentido restrito submetidos a adigdo de
nutrientes. Legenda: CC 1 a 3: parcelas de cerrado sentido restrito chuva; CS 1 a 3: parcelas
de cerrado sentido restrito seca; CaC 1 a 3: parcelas calcio chuva; CaS 1 a 3: parcelas calcio
seca; PC 1 a 3: parcelas fésforo chuva; PS 1 a 3: parcelas fosforo seca; NC 1 a 3: parcelas
nitrogénio chuva; NS 1 a 3: parcelas nitrogénio seca; NPC 1 a 3: parcelas
nitrogénio+fosforo chuva; NPS 1 a 3: parcelas nitrogénio+fosforo seca.
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4. Discussao

As adi¢Oes de nutrientes entre 1998 e 2006, induziram a alteragbes nas
caracteristicas quimicas das parcelas dos diferentes tratamentos, incluindo altera¢fes no
pH e na disponibilidade de elementos (KOZOVITS et al., 2007). Estudos conduzidos
anteriormente nesta area, mostraram que o aumento na disponibilidade de nutrientes em
um solo distréfico, levou a alteragdes na comunidade vegetal lenhosa e herbécea
(JACOBSON et al., 2010; BUSTAMANTE et al., 2011) e como indicado neste estudo,
também da comunidade bacteriana.

Maiores alteracbes devido a adicdo de nutrientes foram observadas no
tratamento célcio. Houve um aumento significativo no pH e nas concentracdes de Mg,
N-NO'; e N-NH, e reducdo da concentracdo de aluminio. A calagem pode aumentar a
mineralizacdo de compostos organicos e o0 processo de nitrificacdo dos solos
(ROSOLEM et al., 2003). Tais alteracBes levaram a separagdo das parcelas do
tratamento célcio das parcelas dos demais tratamentos (Figura 18) pela analise de
componentes principais.

Nos solos dos tratamentos analisados, encontramos membros dos principais filos
bacterianos (filos Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes). Esses
quatro filos, de acordo com Bachar et al. (2010) estdo presentes nos solos dos maiores
biomas da Terra. Apesar de contraditério, distintos biomas abrigam comunidades
bacterianas similares, podendo esta variagdo ser em grande parte explicada pelos valores
de pH dos solos (BACHAR et al. 2010).

A riqueza de filos de bactérias foi semelhante entre os solos dos tratamentos
analisados, com varia¢des somente na abundancia.

Em todos os tratamentos o filo Acidobacteria foi o mais abundante e seus
membros estdo entre 0os mais abundantes do solo. Sua distribuicdo é ampla, tendo sido
encontrados nos mais diversos ambientes, entretanto seu cultivo e sua manutenc¢do séo
dificeis em laboratério (EICHORST et al, 2011). Esses fatores tornam pouco
conhecidos sua diversidade e func¢éo no solo (JANSSEN, 2006).

Aradjo et a.l (2012) em trabalho realizado em solos de cerrado nativo
encontraram também o filo Acidobacteria como mais abundante em quatro
fitofisionomias de cerrado (cerrado denso, cerrado sentido restrito, campo sujo e mata
de galeria). Apesar de sua dominancia em todos os tratamentos, observou-se um

aumento significativo dos filos Acidobacteria e Proteobacteria e do grupo de bactérias
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ndo classificadas. A diminuicdo do filo AD3 e Verrumicrobia e a auséncia total do filo
WPS-2 foi observada no tratamento célcio. Tais variagdes podem estar ligadas ao
aumento de pH do solo. Mudangas na quimica do solo das areas com acréscimo de
calcio podem afetar as plantas e a rizosfera destas, ocasionando alteracdes das fungdes
microbianas dos ecossistemas (JUICE et al., 2006).

Nas parcelas do tratamento fosforo verificou-se também o aumento dos filos
Acidobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes e Planctomycetes e do grupo de bactérias
ndo classificadas e a auséncia total do filo WPS-2. Fosforo foi adicionado na forma de
superfosfato simples (contém célcio), entretanto ndo houve variacbes de pH em relacéo
ao tratamento controle. As parcelas sob esse tratamento apresentaram uma maior
disponibilidade de P, K em relagéo ao tratamento controle. Outro estudo indicou que 0s
membros do filo Acidobacteria correlacionaram-se positivamente com o aumento da
disponibilidade de fosforo e aménio, em solos de experimento de longa duracdo em
Israel, representando trés regides climéticas: arido, semiarido e mediterraneo
(BACHAR et al. 2010).

A presenca do filo Proteobacteria também foi detectada nos estudos de Quirino
et al. (2009), Castro et al. (2011) e Araujo et al. (2012), que trabalharam com
diversidade microbiana em solos do bioma cerrado. Segundo Mariano et al. (2004)
podemos considerar as bactérias que compdem este filo como promotoras do
crescimento vegetal. As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) fazem
parte da populacdo residente das plantas como epifiticas ou endofiticas e ndo sdo
fitopatogénicas. Podem ser utilizadas para tratamento de sementes, mudas, incorporadas
ao substrato de plantio, tratamento de estacas, tubérculos e raizes, pulverizagdes na
parte aérea incluindo folhagem e frutos (MARIANO et al., 2004).

O filo Proteobacteria é considerado o mais diversificado fenotipicamente entre
0s procariotos, onde se encontra a maioria das bactérias Gram — negativas. Neste
trabalho encontramos as classes Alpha, Beta, e Gammaproteobacteria. A classe
Alphaproteobacteria apresentou maior abundancia em todos os tratamentos e foi
dominada por membros Rhizobiale; como o0 Betaproteobacteria e o0
Gammaproteobacteria por Proteobacterias ndo classificadas. O grupo Rhizobiale possui
organismos fixadores de nitrogénio e geralmente estdo associadas a raizes de gramineas
(ANDREOQOTE et al., 2009).

A abundéancia de grupos de microrganismos de solo pode estar diretamente
relacionada ao estado nutricional deste (SMIT et al., 2009). Os resultados do trabalho
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realizado em solos com plantacdo de trigo, antes e ap0s adi¢do de nutrientes, mostraram
que solos com alta concentragdo de nutrientes disponiveis selecionaram o filo
Proteobacteria, bactérias com altas taxas de crescimento. Em baixa concentracdo de
nutrientes ou com alto teor de substratos recalcitrantes, o filo favorecido foi o de
bactérias com menor capacidade de crescimento, mas com maior capacidade para
competir por substratos, como Acidobacteria (SMIT et al., 2009). Em comparacéo aos
solos de Cerrado, neste trabalho e em outros realizados no bioma (QUIRINO et al.,
2009; CASTRO et al., 2011; ARAUJO et al., 2012) podemos observar o mesmo
padrdo. Comunidades microbianas dos solos sdo diretamente afetadas pelo acréscimo de
nutrientes, organicos ou ndo. Na presenca de material vegetal facilmente degradavel
ocorre um favorecimento de microrganismos com taxa de crescimento alta, adaptados a
ambientes com maior disponibilidade de nutrientes (MARSCHNER et al.2003).

O tratamento nitrogénio promoveu o aumento dos filos Acidobacteria, AD3,
Planctomycetes, Actinobacteria, Chloroflexi e Firmicutes. O aumento de nitrogénio no
solo pode ter favorecido o aumento do filo Acidobacteria por este estar diretamente
envolvido no ciclo do nitrogénio, reduzindo nitrato, nitrito e talvez, 6xido nitrico
(WARD et al., 2009). Nitrogénio é um fator limitante para microrganismos de solo e a
adicdo deste, pode modificar a biomassa microbiana, atividade e composicédo de
espécies (SARATHCHANDRA et al., 2001).

Em trabalho realizado com o objetivo de estudar o efeito da adicdo de N (125g N
m?) nas comunidades microbianas dos solos, Ramirez et al. (2012) incubaram solos
coletados em 28 é&reas dos Estados Unidos e verificaram que geralmente os filos
Actinobacteria e Firmicutes aumentaram em abundancia e os filos Acidobacteria e
Verrumicrobia diminuiram. Os autores sugerem que tais variacbes podem ser fungdes
das altas taxas de metabolismo da comunidade em resposta ao acréscimo de nutriente.

Organismos pertencentes ao filo Firmicutes apresentam baixo teor de G + C e
metabolismo caracterizado por homo e heterofermentagdo, assim, permitem que
prevalecam em ambientes com grande quantidade de nutrientes disponiveis e areas com
baixa competicdo, caracteristicas tipicas de microrganismos estrategistas R. Geralmente
sdo encontrados em ambientes instaveis que estejam passando por transicbes (ATLAS
& BARTHA, 1997).

Nas parcelas do tratamento nitrogénio observou-se somente aumento do filo
Actinobacteria. O filo Actinobacteria representa uma das maiores unidades taxonémicas
entre os filos bacterianos atualmente reconhecidos (STACKEBRANDT &
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SCHUMANN, 2006). Estas bactérias Gram-positivas exibem uma grande variedade de
formas e estdo amplamente distribuidas, tanto em ambientes aquaticos quanto terrestres.
As caracteristicas deste filo ainda estdo sendo estudadas, mas sabe-se que nao
respondem prontamente ao acréscimo de C ao solo e que sdo dependentes de Fe para
seu crescimento (PEURA et al., 2012; NAKOUTI et al. 2012). Para verificar o efeito da
adicdo de nutrientes, Walkelin et al. (2012) adicionaram fosforo e nitrogénio ao solo em
comunidades microbianas de solos de pastagens e puderam observar um aumento do
filo Actinobacteria e de fungos arbusculares micorrizicos quando adicionado P e N.
Vaérios estudos estdo sendo realizados com o objetivo de analisar a capacidade de
bactérias do filo Actinobacteria em fixar nitrogénio (GTARI et al., 2012).

Nos tratamentos nitrogénio+fésforo houve um aumento da graminea invasora M.
minutiflora (BUSTAMANTE et al. 2012). Segundo Saraiva et al.(1993) o crescimento
da graminea M. minutiflora em solos de Cerrado tem seu crescimento limitado pela falta
de P. Barger et al. (2003) em trabalho realizado com M. minutiflora em savanas
venezuelanas mostraram que o crescimento é maior quando P é adicionado em conjunto
com N. A colonizacdo de &reas por espécies invasoras impacta 0s processos do
ecossistema modificando a estrutura da vegetacdo, podendo modificar a composigéo e
funcdo da comunidade microbiana do solo. Algumas questfes podem ser respondidas
pelo aumento da deposicdo de material vegetal com concentracGes de nutrientes
diferentes e composicdo quimica diferentes da comunidade vegetal nativa, o que
favoreceria determinados grupos, como os detritivoros (ZAK et al., 2003).

Jacobson et al. (2011) verificaram em estudo realizado na mesma &rea
experiemental do presente estudo, mudancas na densidade, riqueza e diversidade de
espécies lenhosas ocasionadas pelo acréscimo de nutrientes, sendo que os efeitos mais
marcantes ocorreram com a aplicacdo de nitrogénio e fdésforo. As taxas de
decomposicdo da serapilheira foliar aumentaram nas parcelas dos tratamentos P e NP,
onde se observou maiores concentra¢Oes iniciais de N, P e S. Com excecdo dos
nutrientes S (em todos os tratamentos fertilizados) e N (no tratamento N), a adi¢do de N,
P e NP ocasionou maior retengéo dos nutrientes na serapilheira em relagéo ao observado
nas parcelas controle. O aumento do filo Actinobacteria pode estar relacionado com o
aumento de nutrientes da serapilheira, pois o filo esta relacionado a degradacdo de
lignina de amostras ambientais (TAYLOR et al., 2012)

Com relagdo aos filos menos abundantes, observou-se um aumento da

abundancia dos filos TM6, TM7 nos tratamento célcio, fésforo, nitrogénio e
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nitrogénio+fosforo em relagdo ao tratamento controle. Os filos TM6 e TM7 pertencem
aos filos de bactérias ndo cultivaveis, podendo ser encontrados em ambientes
extremamente salinos (Yilmaz et al.,2012), fato que nao pode ser aplicado para solos de
cerrado.

O filo Gemmatimonadetes aumentou em relacdo aos outros tratamentos nos
tratamento calcio e fosforo. Segundo Debruyn et al. (2011), este filo apresenta maior
distribuicdo em solos com pH proximo ao neutro, reforcando sua presenca no
tratamento célcio (pH 6-6,8). Sridevi et al. (2012) mostraram que o filo apresenta
maiores valores de abundéancia em solo com adic¢éo de célcio. Pouco é conhecido sobre
o filo Gemmatimonadetes, pois seu cultivo é dificil. No presente trabalho podemos
observar a presenca do filo no tratamento célcio e fosforo, onde a adicdo de fésforo
contém célcio em sua formula. A interacdo entre os elementos pode estar favorecendo o
estabelecimento do filo através das mudangas causadas na composicéo quimica do solo.

Por outro lado, ainda nas parcelas do tratamento calcio, a abundancia dos filos
Armatimonadetes e Elusimicrobia diminuiu em relacdo ao tratamento controle e
observou-se a auséncia do filo BRC1. Os filos Armatimonadetes e Elusimicrobia séo
raros nos solos, podendo ser encontrados com maior abundancia em regides
hipersalinas, estacdes de tratamento de aguas. Segundo Elshahed et al. (2008) este filos
respondem as mudancas drasticas do ambiente.

O filo BRC1 foi anteriormente descrito na literatura como representante de solos
com plantagdes de arroz inundado (Bacterial Rice Cluster 1) e sedimentos marinhos
anoxicos. Seriam, portanto, anaerdbicos obrigatérios (DONACHIE et al., 2004),
condigéo raramente encontrada em solos de cerrado sentido restrito.

A abundancia de todos os filos aumentou no tratamento fosforo em relagdo ao
tratamento controle. Isso pode ser um indicador da limitagédo da comunidade microbiana
por fésforo. Resultado semelhante foi observado com a adicdo de nitrogénio, com
excecdo do filo Gemmatimonadetes, que apresentou menor abundancia nesse tratamento
quando comparado ao tratamento controle. A baixa concentracdo de fosforo no solo de
cerrado torna o elemento limitante (RESENDE et al., 2011) tanto para as plantas quanto
para 0os microrganismos. O fosforo é essencial para células, principalmente para a
sintese de fosfolipideos, dos acidos nucleicos e para seu metabolismo energético. A
sazonalidade afeta a disponibilidade do P microbiano devido as variagcdes de umidade
do solo, causadas pelas estacdes seca e chuvosa (GRIERSON & ADAMS, 2000). Em
trabalho realizado com o objetivo de quantificar os fluxos e estoques de P em uma area
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de cerrado sentido restrito, Resende et al. (2011) verificaram que houve um aumento da
concentragcdo P microbiano no intervalo de 0-10 cm do solo na estagdo chuvosa.
Salientaram que este pode ser um indicador de que plantas e microrganismos estdo
competindo pelo P disponivel. A assimilacdo de P na estacdo de crescimento evita a
perda por lixiviagdo e fixacdo quimica por Oxidos de ferro e aluminio. Os
microrganismos do solo desempenham papel fundamental no ciclo biogeogquimico do
fosforo (P) e na sua disponibilidade para as plantas, mediante o fluxo de P pela
biomassa microbiana, a solubilizagcdo do P inorgénico, a mineraliza¢do do P organico e
a associacdo entre plantas e fungos micorrizicos (PAUL & CLARK, 1996). O P
imobilizado na biomassa microbiana pode ser liberado através da ruptura das células
microbianas, promovida por varia¢Ges climaticas e de manejo de solo, e, também, por
interagGes com a microfauna que, ao se alimentar de microrganismos, libera nutrientes
no solo (BUCHANAN & KING, 1992). O fosforo contido na biomassa microbiana
funciona, portanto, como uma prote¢do desse nutriente, diminuindo sua fixa¢do por
periodos prolongados em minerais do solo e aumentando a eficiéncia da adubacao
fosfatada pela imobilizacdo de parte do P do fertilizante na biomassa (PAUL &
CLARK, 1996).

Os mecanismos que mantém a alta riqueza de microrganismos ndo estdo claros
ainda, mas a disponibilidade de dgua pode ser um importante fator que afeta a biomassa
microbiana e a composi¢do das comunidades no solo. A umidade do solo influencia
diretamente a condigdo fisioldgica bacteriana e pode limitar sua capacidade em
decompor alguns compostos, como substratos organicos (HUESO et al., 2012).
Periodos com limitacdo de umidade podem induzir a competicdo por recursos
provocando uma forte presséo seletiva na estrutura e funcionamento da comunidade
bacteriana do solo (GRIFFITHS et al, 2003).

Estudando comunidades microbianas em solos de Cerrado sob vegetacdo nativa
submetida a queimadas prescritas e sob pastagem, Viana et al. (2011) verificaram um
forte efeito da sazonalidade sob o perfil de acidos graxos de fosfolipideos das
comunidades microbianas. A queima da area nativa ndo apresentou uma diferenciagdo
tdo forte quanto o efeito da adgua e dos diferentes tipos de cobertura vegetal do solo,
vegetacao nativa e pastagem.

Desde o pioneiro trabalho de Birch (1958) sabemos que as diferengas de
umidade no solo afetam os pulsos de mineralizacdo de nutrientes e a respiracédo do solo.
A resposta dos microrganismos a estas mudancas estdo relacionadas a seu grupo
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funcional. Quando a umidade do solo diminui, as condi¢des se tornam mais favoraveis a
fauna do solo e as bactérias do que aos fungos (FRECKMAN, 1986).

Existe um efeito da sazonalidade sob as comunidades bacterianas dos solos, com
variagdes na abundancia dos filos, entre as esta¢des chuvosa e seca. Secas prolongadas
podem representar um estresse significativo para os microrganismos do solo. A
disponibilizacdo de nutrientes ap0s as primeiras chuvas seria um fator de estimulo para
0 retorno as atividades dos microrganismos (PLACELLA et al., 2012).

Para a parcela controle, ocorreu um aumento nos filos Proteobacteria e AD3 na
estacdo chuvosa. A maioria dos representantes do filo Proteobacteria responde
rapidamente ao acréscimo de agua (PLACELLA et al., 2012). O filo AD3 tem sido
identificado em solo rizosférico, solos de tundra, e solos com alto teor de umidade
(HUR et al., 2011). Na estacdo seca ocorreu um aumento nos filos Acidobacteria e
Planctomycetes. O aumento do filo Acidobacteria é esperado, pois este é favorecido em
condicBes extremas, entretanto o aumento do filo Planctomycetes é contrério ao
encontrado na literatura (CAMPBELL et al., 2011). Os tratamentos fésforo, nitrogénio
e nitrogénio+fésforo apresentaram maiores valores para Planctomycetes na estacéo
seca. O aumento do filo Acidobacteria encontrado para as parcelas controle foi
encontrado também para o tratamento calcio. Entretanto, a abundancia de
Planctomycetes n&o variou entre as estacoes.

A liberacdo de nutrientes ap0s as primeiras chuvas estimula a competicdo entre
comunidade bacteriana e plantas. Ap6s um periodo de seca, com imobilizacdo de
nutrientes, os crescimentos das comunidades bacteriana e vegetal tendem a ser

favorecidos com o acréscimo de agua.
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5. Conclusdes

Em relagdes as hipoteses formuladas, os resultados obtidos permitem concluir
que:

As comunidades bacterianas de solo diferiram entre os tratamentos de
fertilizagdo. Apesar da Ultima adicdo de nutrientes ter ocorrido em 2006, as diferencas
de disponibilidade de nutrientes no solo persistem e podem estar relacionadas a
diferenciacdo das comunidades bacterianas. A partir das analises de pirosequenciamento
dos fragmentos de 16S rDNA das amostras de DNA do solo com objetivo de
caracterizar a comunidade bacteriana, verificou-se o aumento dos filos Acidobacteria,
Verrumicrobia, Planctomycetes, Proteobacteria, nos tratamentos com adicdo de fosforo
e célcio. J& os filos Armatimonadetes e Elusimicrobia aumentaram no tratamento com
adicdo de fosforo somente, mostrando que este elemento pode ser limitante para o
estabelecimento destes dois filos.

Apesar de nitrogénio ser limitante em solos de Cerrado, a adi¢do de nitrogénio e
nitrogénio+fosforo ndo alterou significativamente a comunidade bacteriana do solo em
relacdo as parcelas controle. Nestes trés tratamentos, entretanto encontramos o filo
WPS-2 que pode estar associado a condi¢des de pH de solo mais acido encontrados em
solos de Cerrado. No tratamento com adi¢do de calcio, onde os valores de pH
aumentaram este filo ndo foi identificado.

Analisando a interagdo entre sazonalidade e adi¢cdo de nutrientes verificou-se
que a reducéo do teor de umidade do solo na estacdo seca favoreceu o aumento dos filos
Proteobacteria, Planctomycetes, Firmicutes, Armatimonadetes e Elusimicrobia em todos
0s tratamentos, exceto no cerrado controle. Esse resultado pode indicar que o efeito da
reducdo de agua ndo é tdo marcante quando existem quantidades maiores de nutrientes

disponiveis no solo.
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CAPITULO 2

EFEITOS DA INVASAO POR GRAMINEAS EXOTICAS SOBRE AS
COMUNIDADES BACTERIANAS EM SOLOS DE CERRADO

RESUMO

Mudangas nos ecossistemas decorrentes da conversdo do uso da terra para cultivo ou
devido as mudancas climéticas globais facilitam a entrada de espécies de plantas
invasoras. O estabelecimento, naturalizacdo e disseminacdo das espécies invasoras sao
0S maiores responsaveis pelas mudancas na composicdo de espécies, estrutura da
comunidade e principais fun¢fes nos ecossistemas naturais. As espécies invasoras
podem levar a mudangas na comunidade bacteriana do solo, o que pode ser usado como
um indicador das mudangas do funcionamento do solo. No bioma Cerrado, a graminea
africana Melinis minutiflora tornou-se um grande problema nas unidades de
conservacdo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade de microrganismos
na rizosfera de Echinolaena inflexa (graminea C3 nativa do Cerrado) e Melinis
minutiflora (graminea C4) a fim de analisar as mudancas na comunidade microbiana
induzidas pela competicdo das duas espécies de gramineas. Estas mudancas foram
avaliadas em campo entre as estacdes chuvosa e seca e em um experimento conduzido
com plantas envasadas em casa de vegetagdo. As amostras de solo relativas ao
experimento em campo foram coletadas nos meses de agosto e dezembro de 2009, em
area de cerrado nativo, localizada na Reserva Ecoldgica do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE), em Brasilia, DF. As amostras de solo relativas
ao experimento em casa de vegetacdo foram coletadas apds nove meses de crescimento
da espécie nativa e seis da espécie invasora. As comunidades bacterianas foram
analisadas através da extracdo de DNA seguida por PCR com amplificacdo dos genes
16S rDNA e DGGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante). A distribuicdo e
intensidade das bandas dos perfis de DGGE foram significativamente diferentes entre E.
inflexa e M. minutiflora, o mesmo padrdo sendo observado para as espécies em
competicdo em vasos. A sazonalidade foi um fator adicional de diferenciacdo entre as

estruturas das comunidades bacterianas quando coletadas em campo.
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ABSTRACT

Changes in ecosystems through land conversion for cultivation or because of global
environmental changes facilitate the entry of invasive plant species. The establishment,
naturalization and spread of invasive species are responsible for major changes in
species composition, community structure and major functions of natural ecosystems.
Invasive species could lead to changes in soil bacterial communities that could then be
used as an indicator of changes in soil functioning. In Brazilian Cerrado, the African
grass Melinis minutiflora became a major problem in conservation units. The purpose of
this work was to characterize the diversity of microorganisms in the rhizosphere of
Echinolaena inflexa (C3 native grass from Cerrado) and Melinis minutiflora (C4
species) in order to analyze changes in microbial community induced by the
competition between the two grass species in the field, during wet and dry seasons and
in an experiment with plants in a greenhouse. Soil samples from the rhizosphere were
collected in from August 2009 and December 2009 in a native Cerrado area, located at
Reserva Ecoldgica do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (RECOR/IBGE), in
Brasilia, DF, Brasil. Soil samples for the greenhouse experiment were collected after
nine months of growth for native species and six months for exotic species. Bacterial
communities were analysed using DNA extraction followed by PCR amplification of
16S rDNA genes and Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) analusys. The
distribution and intensity of bands from DGGE profiles were significantly different
betweenE. inflexa and M. minutiflora rhizosphere, but the same as when the species
where in competition experiments. Seasonality was an additional factor differentiating

bacterial communities structures from the samples collected in a natural system.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado possui em sua paisagem um mosaico de diferentes tipos de vegetacédo
com um gradiente de densidade de plantas lenhosas (EITEN, 1972) e farto estrato
herbaceo graminoso (COUTINHO, 2006). Segundo Filgueiras (1992), em levantamento
realizado no Distrito Federal, foram identificadas 134 espécies de gramineas forrageiras.

A retirada da vegetacdo de Cerrado para o estabelecimento de areas de cultivo e
pastagens estdo causando grandes perdas a biodiversidade do bioma. Além do
desmatamento, outra ameaca a biodiversidade do cerrado é a invasdo bioldgica, onde
espécies exoticas com alta capacidade competitiva podem dominar e extinguir as
espécies nativas (PIVELLO, 2011).

Gramineas africanas para o estabelecimento de pastagens devido sua facil
adaptacdo e semelhancas ecoldgicas de seus habitats de origem (savanas africanas)
foram amplamente utilizadas na regiéo do Brasil Central.

A espécie africana Melinis minutiflora (espécie C,4), popularmente conhecida
como capim-gordura, € uma das principais espécies invasoras e, devido ao seu potencial
invasor, tem se tornado um grande problema em Unidades de Conservagéo (PIVELLO
et al. 1999a; 1999b). Competindo com as gramineas nativas como Echinolaena inflexa
(graminea Cs), o capim-gordura é capaz de invadir areas naturais e de descaracterizar
em poucos anos a fisionomia da vegetacao original (FILGUEIRAS, 1990).

As é&reas de alta vulnerabilidade a invasdo por M. minutiflora se encontram
principalmente nas regifes de vegetacdo mais aberta do parque estadual de VVassanunga
(Sta. Rita do Passo Quatro, SP), ocupadas pelas formacGes de campos e algumas areas
de cerrado sensu stricto menos denso segundo mapeamentos de Bittencourt & Mesquita
Jr. (2005), podendo indicar que essa espécie seja menos tolerante a areas mais fechadas.

Alguns estudos tém caracterizado a biologia e a ecologia de espécies invasoras, a
dindmica de suas populacbes, seu controle ou erradicacdo e recuperacdo das areas
invadidas em areas protegidas no Brasil (MOROSONI & KLINK, 1997; FREITAS,
1999; PIVELLO et al., 1999a). Entretanto, poucos trabalhos foram encontrados com
objetivo de verificar o efeito de espécies invasoras de gramineas sobre a microbiota do
solo em ecossistemas brasileiros.

Os microrganismos de solo e sua atividade podem ser afetados pela mudanca na
qualidade do substrato, quantidade e condi¢cOes ambientais. Estas condigdes estéo
diretamente relacionadas ao conteddo de matéria organica do solo (VANCE &
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NADKARNI, 1990). A colonizacdo de &reas por espécies invasoras alteraria a
comunidade por modificar as condigdes do solo estabelecidas pelas espécies nativas.
Saraiva (1993) observou que capim-gordura, em Latossolo Vermelho, € limitado por P e
Ca e responde bem as adubacbes com fdsforo e nitrogénio. Fosforo é limitante tanto
para capim-gordura quanto para 0S microrganismos do solo, entretanto, os
microrganismos por terem alta afinidade por diversos substratos, répida taxa de
crescimento, e elevada razdo superficie: volume seriam melhores competidores que as
plantas por recursos limitantes (CLEVELAND et al., 2002). Gramineas exdticas no
Havai alteraram a ciclagem de N no solo. Esta alteracdo incluiu modifica¢Ges quimicas
na composicdo da matéria organica, umidade e temperatura do solo (MACK, 2003).

O mecanismo das invasfes por espécies exdticas foi estudado por Callaway &
Aschehoug (2000), com o objetivo de verificar as interagdes entre “os novos e 0s velhos
vizinhos”. Os autores compararam os efeitos de espécie invasora eurasiana Centaurea
diffusa com trés espécies que coexistem com ela na Eurésia e os efeitos de Centaurea
diffusa com trés espécies da América do Norte, com morfologia e tamanho similares. A
espécie Centaurea diffusa apresentou efeitos negativos mais evidentes nas espécies da
América do Norte. Os resultados indicaram que algumas espécies exaticas invasoras
podem usar mecanismos que ndo estdo aparentes em seu ambiente natural. A alelopatia
quimica poderia estar sendo usada como mecanismo pelas plantas invasoras para
eliminar as nativas, sugeriram os autores. Os exsudatos das raizes de Centaurea diffusa
afetaram a rizosfera das espécies nativas da América do Norte, diminuindo sua
diversidade microbiana (CALLAWAY & ASCHEHOUG, 2000).

A rizosfera exerce uma selecdo sobre a comunidade microbiana ao seu redor,
através da liberacdo de aminodcidos, enzimas, vitaminas e proteinas necessarias para a
comunidade microbiana. A natureza e a abundancia do material liberado pela rizosfera,
denominado de rizodeposicdo, ird depender da planta e de seu estagio de
desenvolvimento. A rizodeposicdo pode ser afetada por eventos capazes de modificar o
funcionamento da planta, como modificagbes na intensidade de luz, temperatura,
disponibilidade de &gua, deficiéncia de minerais, fitotoxicidade e reducdo da area foliar
(DAVET, 2004).

As interacOes entre espécies vegetais nativas e exéticas podem influenciar assim
a microbiota. Wardle & Nicholson (1996) avaliaram os efeitos sinérgicos entre espécies
de gramineas e atividade da biomassa microbiana no solo em experimento conduzido

em casa de vegetacdo, com as espécies plantadas em vasos. Lolium perenne e mais nove

61



espécies de gramineas foram misturadas. As espécies também foram mantidas em
cultivos individuais para controle do experimento. Os resultados mostraram que a
biomassa microbiana ndo foi afetada significativamente pela mistura entre as espécies,
mas que a biomassa de saprofitos aumentou induzida pelo aumento da diversidade de
plantas. A competicdo entre as especies de plantas ndo influenciou negativamente a
biomassa microbiana, promovendo um aumento da biodiversidade.

Avaliando as respostas observadas do efeito da graminea invasora M.
minutiflora em é&reas nativas de cerrado, afetando a diversidade da vegetacdo e
competindo com a graminea nativa, E. inflexa, coloca-se a pergunta se a comunidade
bacteriana de solo também é afetada em termos de diversidade com a interacdo entre E.

inflexa e M. minutiflora. Nesse sentido, 0 presente estudo teve como objetivos:

1. Caracterizar a diversidade de bacteriana na rizosfera de Echinolaena
inflexa (capim-flexinha), graminea C; nativa do Cerrado e Melinis
minutiflora (capim-gordura), espécie C, de origem africana e invasora
em areas nativas de Cerrado, através da coleta de amostras de solo em
campo;

2. Verificar as alteragdes na comunidade microbiana induzidas pela
interacdo entre as duas espécies de gramineas (nativa e exotica), através

de experimento em vasos em casa de vegetagéo.

A seguinte hipétese foi formulada:

As espécies de gramineas invasoras afetam a diversidade da microbiota
do solo em éareas nativas de cerrado em fungéo de diferengas no investimento em
biomassa radicular e no padrdo de absorcéo e uso de nutrientes que implicam em
diferencas na producéo de exsudatos radiculares e altera¢cdes na quimica de solos

e em processos de ciclagem de nutrientes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Estudo em condigdo de campo

2.1.1. Area de estudo

A area de estudo localiza-se na Reserva Ecoldgica do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (RECOR / IBGE), localizada a 35 km ao sul do centro de
Brasilia, D. F., km 0 da BR — 251 (15° 55’ S, 47° 51’ W), a uma altitude média de 1100
m, ocupando uma area de 1350 ha. O clima, segundo a classificacdo de Kdppen, é
tropical (Aw), com precipitacdo anual média entre 1100 a 1600 mm com duas estacGes
bem definidas: seca e chuvosa. A estagdo seca ocorre de maio a setembro e a chuvosa
de outubro a abril, quando ocorre mais de 90% da precipitacdo anual.

A vegetacdo da area de estudo € caracterizada como cerrado sentido restrito,
formacdo fisiondmica vegetal que caracteriza os cerrados do Brasil Central, ocupando
aproximadamente 43% da regido (EITEN, 1972). Ja o solo da érea € classificado como
Latossolo Vermelho (distréficos, profundos e bem drenados e com minerais argilosos
do tipo 1:1 com predominio de 6xidos de ferro e aluminio) (HARIDASAN, 1994).

2.1.2. Coleta das amostras de solo

As plantas de Echinolaena inflexa e Melinis minutiflora foram coletadas em area
de cerrado sentido restrito, dentro da Reserva Ecoldgica do IBGE, em locais onde havia
invasdo de M. minutuflora, préxima ao local onde estd estabelecido o projeto de
fertilizacdo. As coletas foram realizadas na estacdo seca (agosto de 2009) e na estacdo
chuvosa (dezembro de 2009). Para cada espécie foram coletadas trés touceiras de
gramineas por estag&o.

Para as coletas de solo retiraram-se touceiras de E. inflexa (capim flexinha) e M.
minutiflora (capim-gordura), cortando-se o solo em volta da planta e armazenando-os

em sacos plasticos, mantidos em gelo, para coleta de solo rizosférico em laboratorio.
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2.2. Experimento com plantas envasadas em casa de vegetacao

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo na Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia, em Brasilia —-DF (15°44°14”’S e 47°52°52"’W).
Foram utilizadas as mesmas espécies de gramineas que foram coletadas em campo
(Figura 19).

O experimento teve como objetivo simular uma invaséo de M. minutiflora
através da germinacdo de sementes em uma area ja colonizada por E. inflexa. Dessa
forma, coletamos perfilhos de E. inflexa, na Reserva Ecoldgica do IBGE — RECOR.

Este experimento monitorou os efeitos da interacdo entre as plantas na
comunidade microbiana, bem como os efeitos da competicdo no crescimento dos
individuos. Para monitorarmos os efeitos das gramineas na comunidade microbiana,
consideramos dois momentos: o tempo inicial (Ti), onde a graminea E. inflexa estava
plantada ha um més e as sementes de M. minutiflora distribuidas nos vasos e o tempo
final (Tf) ao final do experimento, onde a espécie nativa estava estabelecida ha nove
meses e a invasora totalizando oito meses.

Os individuos foram coletados por meio da retirada de blocos de solo, na
tentativa de preservar ao maximo o sistema radicular e colocados em caixas plasticas.
Estes permaneceram nas caixas por um periodo de dez dias, recebendo dgua em dias
alternados. Este periodo foi estabelecido para evitar um estresse maior as plantas. Em
18/03/2010, os perfilhos foram transplantados para vasos plasticos de nove litros
contendo mistura de solo e areia na propor¢éo de 2:1 (5 kg por vaso) e uma camada de
brita ao fundo, para facilitar escoamento de agua e evitar perda de substrato.

Foram montados nove vasos por tratamento, distribuidos da seguinte forma:
monoculturas de M. minutiflora e E. inflexa (vasos “monocultura”) e interacdo entre as
duas espécies (vasos “interacdo”). Nove vasos foram deixados somente com solo para
controle do experimento. Entre os nove vasos, foram escolhidos aleatoriamente, trés
vasos por tratamento para coleta das amostras. A graminea africana foi semeada em
07/04/2010 e o experimento foi desmontado em 10/12/2010, totalizando nove meses de
crescimento para a espécie nativa e oito para a invasora.

Os vasos permaneceram em casa de vegetacdo com duas irrigacdes diarias, uma
no periodo da manha e outra no periodo da tarde. Estes foram rotacionados de forma
aleatoria a cada dois dias para excluir a possivel variacdo na distribuicdo de agua e
luminosidade. Todos os vasos foram acrescidos de solugdo nutritiva de Hoagland (1/3
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da forca, 12,5 mL de solugédo por vaso). A solugéo foi aplicada trés vezes com intervalos
de 15 e 30 dias da primeira aplicagdo. A primeira aplicacdo para E. inflexa foi um més
apos o plantio e para M. minutiflora depois de um més ap0s a germinacéo das sementes.

Ao término do experimento, os vasos foram desmontados para retirada das
plantas e do solo. O solo foi separado em solo rizosférico, aderido as raizes e solo total,
restante do solo dos vasos. Importante observar que quando em interagdo, no tempo Tf
(tempo final), as raizes das gramineas E. inflexa e M. minutiflora estavam entrelagadas.
Foram desmontados doze vasos por tempo, Tie Tf.

Em cada vaso, os individuos foram separados entre si e divididos em parte aérea
e sistema radicular. As raizes foram armazenadas em sacos plasticos contendo um
pouco de &gua destilada e mantidas em refrigeracdo. A parte aérea teve seu
comprimento medido pela maior projecdo de cada vaso e também foi mantida
refrigerada.

O sistema radicular foi digitalizado com um Scanner Epson Perfection V700 e as
imagens digitalizadas, analisadas com o programa WinRhizo® e classificadas em
classes diamétricas com intervalos de 0,5 mm, sendo classificadas como raizes finas
aquelas com didmetro menor que 0,5 mm.

Os seguintes parametros foram avaliados pelo programa: Comprimento Total de
Raizes (CTR), Comprimento de Raizes Finas (CRF), Projecdo de Area Total alcangada
pelas raizes (PAT) e Superficie Total de Raizes (ST) em contato com o solo.

Relagdes entre esses parametros foram calculadas para facilitar comparagdes e a
discussdo dos resultados, como Comprimento de Raizes Finas/Comprimento Total de
Raizes (RFT), Biomassa de Raizes/Biomassa Parte Aérea (RBB), Comprimento Total
de Raizes/Comprimento da Parte Area (RCC), Comprimento Total de Raizes/Biomassa
das Raizes (RCBR), Comprimento da Parte Area/Biomassa da Parte Area (RCBPA).

Ao chegar ao laboratdrio, as amostras de solo destinadas as analises moleculares
foram peneiradas através de malha de 2 mm, fracionadas em pequenas quantidades e
congeladas em freezer -20°C. As amostras utilizadas para determinacéo de pH e analise
de nutrientes foram peneiradas, secas em temperatura ambiente e armazenadas para as
analises. Para determinacdo do conteddo gravimétrico, as amostras foram

acondicionadas em latas de aluminio e vedadas.
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Figura 19. Experimento conduzido em casa de vegetacdo com plantas envasadas das
espécies Echinolaena inflexa (nativa) e Melinis minutiflora (invasora).
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2.3. Analises fisico-quimicas de solo

Os valores de pH do solo foram obtidos em agua destilada e CaCl, (0,01M) na
propor¢do 1:2,5. ApOs agitacdo com bastdo de vidro e repouso por 30 minutos foi
realizada a leitura do pH com auxilio de um potenciémetro.

O teor gravimétrico de agua no solo foi determinado pela diferenga entre 0 peso
fresco e 0 peso seco do solo, apds ter sido mantido em estufa a 105° C até peso
constante.

Somente uma amostra de solo rizosférico por espécie e por estacdo foi analisada
para nutrientes. Por este motivo, ndo existem valores médios nem desvio padrdo para
tais analises. Somente os dados de pH e contetdo gravimétrico foram realizados em
triplicata. Para as andlises de nutrientes dos solos do experimento com vasos, enviamos
as amostras referentes ao tempo Tf (tempo final), com uma amostra por tratamento.

As andlises quimicas do solo foram realizadas pelo laboratério de Solos
Florestais da Universidade Federal de Vigosa (UFV-MG). Os elementos P, K foram
extraidos com o extrator Mehlichl e os elementos Ca, Mg e Al com o extrator KCI
(Imol/L). O carbono organico foi determinado pelo método Walkley-Black. A
concentracdo de P disponivel foi determinada por colorimetria, K trocavel por
fotometria de chama, Ca e Mg trocéveis por espectrofotometria de absorcdo atémica. O
elemento Al por titulometria. As analises realizadas seguiram o protocolo estabelecido
por EMBRAPA (1997).

A analise de textura das amostras de solo foi realizada com o método do
densimetro (BOUYOUCQOS, 1926).

2.4. Analises da comunidade bacteriana de solo

Para as amostras de solo coletadas das rizosferas de E. inflexa e M. minutiflora
em situacdo de campo realizou-se trés extracdes de DNA para obter triplicata técnica
das amostras dos trés conjuntos de touceiras de cada espécie. Tal procedimento foi
realizado com amostras das duas estag0es (seca e chuvosa).

Para o experimento em casa de vegetacdo realizou-se extracdo de DNA para as
amostras de todos o0s vasos do tempo inicial (Ti) e tempo final (Tf), com trés repeticbes
para cada tratamento: E. inflexa, M. minutiflora, interagéo E. inflexa e M. minutiflora e

vasos sem gramineas (solo).
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A extracdo de DNA total das amostras de solo foi feita através do kit FastDNA
SPIN para extracdo de DNA de microrganismos em amostra de solo, marca MP Bio,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, com uso do equipamento Fast Prep®
24 (MP Bio, USA). O produto da extragdo foi avaliado por eletroforese em gel de
agarose 0,8 % contendo brometo de etideo (2ug/ml) e o seu tamanho estimado por
comparagdo com o marcador 1kb plus ladder (USB-EUA).

As reagOes de PCR foram feitas com um volume total de 50 pnl utilizando-se
tampdo da Taq polimerase com concentragédo final 1X, 1,5 U de Tag DNA polimerase
0,25 mM de dNTPs, 5 pmol para ambos os primers, forward e reverse. Para
amplificacdo das amostras, foram usados o0s primers universais 968F (5'
CgCCCyCCyCygCgCgCggCygaCagggaCagggggCACIgggggAACICIJAAGAACCTTAC3
Y e 1401R (5'gCgTgTgTACAAQACCC3) (Invitrogen®). Grampos GC foram
adicionados aos primers forward (F). O acréscimo dos grampos deve-se ao fato de
podermos aumentar a deteccdo nas porcentagens de variagdo de sequéncias em
fragmentos de DNA com até 500 pares de base. Quando o grampo GC é anexado a
extremidade 5' de um dos iniciadores, é amplificado por PCR junto com o DNA e
introduzido ao fragmento amplificado age como um dominio de alta temperatura de
desnaturacdo, impedindo a dissociagéo das duas fitas de DNA (MUYZER et al., 1998).

Para amplificacdo por PCR foi usada o termociclador Veriti 384 (Applied
Biosystems). Para os primers 968F e 1401R, utilizou-se o seguinte programa para as
reagbes: 3 minutos de desnaturagdo inicial a 94°C, seguidos de 36 ciclos de
desnaturagdo de 1 minuto a 94°C, anelamento (1 minuto a 58°C), extensdo (1 minuto a
72°C), seguido por 10 minutos de extenséo final a 72°C.

Para todas as reagdes de PCR foi feito um controle negativo, onde ndo se
acrescentou amostra de DNA, para verificacdo de contaminagéo das reacgOes. Para
visualizacdo dos produtos, foi feito um gel de agarose 1%, com 5 ul de amostra,
adicionado a 5 ul de corante de amostra e 10 pl de marcador molecular de 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen®), com duracéo de corrida entre 30-40 minutos a 100V. Apds
coloracdo com solucéo de brometo de etideo (2ug / mL) por 20 minutos e descoloracéo
em agua destilada, por mesmo periodo, o gel foi fotografado imediatamente.

Perfis da comunidade microbiana foram avaliados através da técnica de

PCR/DGGE (Muyzer 1999). Foram testados primers universais para bacteérias,
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amplificacdo da sequéncia de 16S rDNA. Os géis de DGGE foram analisados através do
programa BIONUMERICS (Applied Maths).

As corridas dos géis de DGGE foram realizadas no laboratorio de Enzimologia
da Universidade de Brasilia.

Os géis de poliacrilamida a 8% (w/v) foram feitos com um gradiente de
desnaturacdo entre 40 e 70% (uréia-formamida), e os produtos de PCR foram aplicados
na quantidade de 25 ul adicionados a 20 ul de corante (2% de azul de bromofenol, 2%
de xileno cianol, glicerol 100%, agua Milli-Q).

A corrida do gel de DGGE foi feita usando-se o sistema de eletroforese vertical
Bio-Rad Dcode Dcode™ Universal Mutation Dectection (fonte Bio-Rad Power Pac
1000) com voltagem constante de 75V e temperatura de 55°C por um periodo de 16
horas em tampédo 0,5X TAE. Uma pré-corrida de 1 hora foi realizada com 0s mesmos
parametros para uma limpeza inicial do gel. Apds a corrida, os géis foram corados com
brometo de etideo (2ug/mL) por 20 minutos. Posteriormente, os géis foram descorados
em agua destilada por igual periodo. As bandas foram visualizadas em transiluminador
U.V. (Alpha Innotech) com posterior fotografia do gel. O programa usado para

visualizagdo dos géis foi Alphaview.

2.5.Andlises estatisticas

Os dados relativos as andlises de solo, como pH, teor gravimétrico e nutrientes
foram testados quanto a sua normalidade e homocedacidade. Tais verificacbes foram
feitas através das andlises dos gréficos de residuos gerados (LAIRD & WARE, 1982)

Apos o teste Shapiro-Wilk realizou-se uma ANOVA seguida por teste de Tukey
para as comparac¢des dos dados de arquitetura e biomassa de raizes.

Diferencas em nivel de 5 % de probabilidade foram consideradas significativas.
As analises estatisticas foram realizadas no programa R (versdo 2.13.0, pacote NLME
2.13.2 - R Development Core Team 2008).

Os géis de DGGE foram analisados através do programa BIONUMERICS
(Applied Biosystems) e os dendrogramas foram gerados utilizando o algoritmo
UPGMA, com coeficiente de similaridade de DICE.

69



3. RESULTADOS

3.1. Amostragens em condi¢éo de campo

3.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas dos solos

O conteudo gravimétrico de agua das amostras de solo da rizosfera de E. inflexa
e M. minutiflora nos meses de agosto de 2009 (estacdo seca) e dezembro de 2009
(estacdo chuvosa) respondeu as variagdes da precipitacdo nos periodos amostrados. No
més de agosto, até a data da coleta das amostras de solo (11/08/2009), a precipitagdo
acumulada no més foi de 0 mm. Para o més de dezembro, até a data da coleta das
amostras de solo (15/12/2009), a precipitagdo acumulada no més foi de 120,7 mm.Os
valores encontrados para o solo rizosférico de E. inflexa foram 20% e 40%, nas estagdes
seca e chuvosa e 21% e 45%, nas estagOes seca e chuvosa para M. minutiflora.
Diferencas significativas no contetdo gravimétrico da rizosfera de E. inflexa e M.
minutiflora foram detectadas somente na estacdo chuvosa (Tabela 1).

Os valores de pH da rizosfera de E. inflexa foram significativamente maiores
que os da rizosfera de M. minutiflora nas duas estagdes estudadas (Tabela 1), onde
foram observadas também, diferencas sazonais. O valor de pH (H;O) do solo da
rizosfera de E. inflexa diferiu significativamente entre as estacGes, sendo maior na
estacdo chuvosa (4,56) que na seca (4,14). Igualmente, no solo da rizosfera de M.
minutiflora o valor de pH foi maior na estagdo chuvosa (4,10) que na seca (3,80).

As concentracdes de P, K, Ca e Mg disponivel na rizosfera de M. minutiflora
foram significativamente maiores que na rizosfera de E. inflexa. A capacidade de troca
cationica (CTC) (Tabelal) 4,28 cmol/dm® a 7,0 cmol,/dm® e matéria organica foram
também significativamente maiores na rizosfera M. minutiflora com valores entre 54,8
g/kg a 104,3 g/kg.

Contrariamente, a concentracdo de Al disponivel na rizosfera de E. inflexa foi
maior que na rizosfera de M. minutiflora (valores entre 0,39 cmol/dm® e 1,17
cmol/dm®) (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas dos solos da rizosfera de E. inflexa e M.
minutiflora nos meses de agosto e dezembro de 2009 (estagdo seca e chuvosa,
respectivamente) na Reserva Ecolégica do IBGE, Brasilia, DF.

E. inflexa M. minutiflora
3 Estacéo seca 0,5Bb 1,4Aa
P (mg/dm) Estacdo Chuvosa 1,2 Aa 1,5Aa
3 Estacéo seca 16Bd 132Aa
K (mg/dm’) Estacdo Chuvosa 37Bc 52Ab
2+ 3 Estacéo seca 0,16Bc 2,5Aa
Ca™ (mg/dm’) Estaio Chuvosa 0,66Bb 6,0A
ot 3 Estacéo seca 0,1Bc 1,44A
Mg* (cmol/dm’) Estagdo Chuvosa 0,36Bb 0,9Aa
3+ 3 Estacéo seca 0,39Aa 0Bb
AI™" (cmolo/dm’) Estagdo Chuvosa 1,17A 0Bb
3 Estacéo seca 0,69Bc 4,28Aa
CTC (cmol/dm’) Estaio Chuvosa 2,28Ab 7,0A
Estacéo seca 48,3Bb 54,8Aa
MO (g/kg) Estagdo Chuvosa 83,58 104,3A
H (H,0) Estacéo seca 4,14+0,02Aa 3,80+0,02B
P 2 Estacdo Chuvosa 4 56+0,01A 4,10+0,01Aa
Teor gravimétrico Estacéo seca 20,0+0,09Aa 21,0+0,7Aa
(%) Estacdo Chuvosa 40,3+0,03B 45,0+0,01A
Textura Argilosa Argilosa

Valores e médias seguidos de mesma letra maitscula, na linha, e minuscula, na coluna,
ndo diferem significativamente (p<0,05).
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3.1.2. Analises da comunidade bacteriana do solo

O DNA de solo obtido através das extracBes apresentou pureza e quantidade
suficientes para a realizacdo de PCR, ap0s a visualizacdo em gel de agarose a 0,8%.
Apos a realizacdo da PCR, os produtos foram visualizados em gel de agarose a 1% para
posterior aplicacdo nos geis de DGGE.

O resultado dos géis de DGGE (em triplicata) esta apresentado nas figuras 20,
21 e 22. Foi possivel observar nos trés géis um padrdo de agrupamento bem similar
entre as réplicas dos géis.

As amostras de E. inflexa e M. minutiflora separam-se claramente em dois
grupos com 40% de similaridade. Ja entre os dois grupos de amostras, a principal
separagao ocorreu entre as estagdes, chuvosa e seca.

As amostras de solo rizosférico de E. inflexa na estacdo seca agruparam-se com
70% de similaridade. As amostras da estacdo chuvosa formaram dois grupos, o primeiro
com 80% de similaridade e o outro com 40%. Uma das repeticOes referente a estagéo
chuvosa se agrupou com as amostras da estacéo seca.

Podemos observar o mesmo padrdo de agrupamento para as amostras de M.
minutiflora, onde as amostras obtidas nas estacdes seca e chuvosa formaram dois grupos
com 20% de similaridade. Duas amostras referentes a estacdo seca agruparam-se a 50%.
A terceira repeticdo agrupou-se a 20%. Esta amostra formou um grupo com as amostras

da estacao chuvosa.
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Figura 20. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico de E. inflexa e M. minutiflora, nas estagdes
seca (agosto 2009) e chuvosa (dezembro 2009). O dendrograma foi construido utilizando-se o algoritmo UPGMA e o coeficiente de
similaridade DICE.
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Figura 21. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico de E. inflexa e M. minutiflora, nas estagdes
seca (agosto 2009) e chuvosa (dezembro 2009). O dendrograma foi construido utilizando-se o algoritmo UPGMA e o coeficiente de
similaridade DICE.
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Figura 22. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico de E. inflexa e M. minutiflora, nas estagdes
seca (agosto 2009) e chuvosa (dezembro 2009). O dendrograma foi construido utilizando-se o algoritmo UPGMA e o coeficiente de
similaridade DICE.
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3.2. Experimento com plantas envasadas em casa de vegetacao
3.2.1. Caracteristicas fisico-quimicas dos solos

O conteudo gravimétrico das amostras de solo dos vasos de M. minutiflora,
interacdo E. inflexa+ M. minutiflora e vasos sem gramineas, no tempo inicial (Ti) ndo
apresentou diferengas significativas. Entretanto, os valores encontrados para E. inflexa,
foram significativamente maiores (35,77£2,16). Para o tempo final (Tf) ndo houve
diferencas entre os vasos (Tabela 2).

No inicio do experimento, apds a mistura de solo com areia (proporcéo 2:1), 0s
valores de pH foram determinados em H,O, apresentando valores entre 4,90 e 5,10. Nao
houve diferencas para o pH (H20) dos vasos em nenhum dos tempos analisados.

As concentragdes de P disponivel nos solos foram significativamente maiores
para 0s vasos sem gramineas (4,3+0,81 mg/ dm®) (Tabela 2), assim como as
concentracdes de K disponivel (7,27+0,40 mg/ dm?®). Entretanto, houve diferencas
quando comparados os solos dos vasos de E. inflexa , M. minutiflora, interacdo E.
inflexa + M. minutiflora, onde os vasos da interagdo entre as gramineas apresentaram as
maiores concentraces de K disponivel (2,67+0,53 mg/dm?).

A concentracdo de célcio disponivel no solo foi maior nos vasos sem gramineas,
(1,85 +0,50 mg/dm®) . Quando comparamos 0s vasos com gramineas, as maiores
concentracdes foram encontradas nos vasos com E. inflexa (1,16+0,08 mg/dm?). As
concentracdes de Mg disponivel foram maiores para o solo dos vasos sem gramineas
(0,61+0,14 cmol/dm?), assim como os valores de capacidade de troca catiénica (CTC)
(Tabela 2). Os valores dos teores de matéria organica ndo apresentaram diferengas

significativas entre 0s vasos.
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Tabela 2: Analise das propriedades fisico-quimicas dos solos dos vasos com E. inflexa, M. minutiflora, E.inflexa+M.minutiflora e solo.

E. inflexa M. minutiflora E.inflexa+M.minutiflora Solo
P (mg/dm®) 1,4+0,36b 1,23+0,25b 1,37+0,15b 4,03+0,81a
K (mg/dm?) 0,67+0,58¢ 0,67+0,58¢ 2,67+0,53b 7,27+0,40a
Ca** (mg/dm®) 1,16+0,08b 0,97+0,22¢c 0,91+0,16¢ 1,85+0,50a
Mg”* (cmol/dm?) 0,19+0,04b 0,19+0,04b 0,18+0,02b 0,61+0,14a
CTC (cmol/dm®) 1,35+0,08b 1,1620,26¢ 1,09+0,18¢ 2,64%0,64a
MO (g/kg) 12,57+1,50a 10,83+0,75a 11,70+1,30a 10,83+0,75a
pH (H0) (Ti) 6,07+0,23a 5,77+0,37a 5,650,17a 5,59+0,54a
pH (H;0) (Tf) 6,090,20a 5,87+0,22a 5,89+0,01a 5,41%0,15a
Teor gravimétrico (Ti) 35,77+2,16a 25,12+3,79b 24,25+1,44b 24,07+5,98b
Teor gravimétrico (Tf) 24 57+4,10a 21,0+4,1a 26,62+2,68a 23,55+6,60a

Diferencas significativas entre os tratamentos sao representadas por letras minusculas (p<0,05).
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3.2.2. Andlise da comunidade bacteriana do solo

O DNA de solo obtido através das extracGes apresentou pureza e a quantidade
suficientes para a realizagdo de PCR, quando visualizado em gel de agarose a 0,8%.
Apos a realizacdo da PCR, os produtos foram visualizados em gel de agarose a 1% para
posterior aplicagdo nos géis de DGGE. Néo foi possivel amplificar duas amostras: uma
representando a interacdo entre E. inflexa + M. minutiflora (Ti) e uma representando a
interacdo E. inflexa + M. minutiflora (Tf). Para estas amostras possuo somente duas
repeticdes.

As amostras de E. inflexa , M. minutiflora e interagdo E. inflexa +M. minutiflora
referentes ao tempo inicial (Ti) separaram-se em quatro grupos com 40% de
similaridade. Um primeiro grupo foi formado com as amostras E. inflexa (Ti) com 70%
de similaridade. A terceira amostra de E. inflexa (Ti) se agrupou com uma amostra M.
minutiflora (Ti) com 80% de similaridade. As duas outras réplicas de M. minutiflora
(Ti) se agruparam com 40% de similaridade. As amostras da interacdo E. inflexa +M.
minutiflora (Ti) formaram um grupo separado das demais amostras com 40% de
similaridade (Figura 23)

Observou-se no gel referente ao tempo final (Tf) (Figura 24) com as amostras de
E. inflexa , M. minutiflora e interacéo E. inflexa +M. minutiflora (Tf) uma separagdo em
dois grandes grupos com 50% de similaridade. Um primeiro grupo foi formado com as
amostras E. inflexa (Tf) e interacdo E. inflexa +M. minutiflora com 65% de
similaridade. As duas primeiras amostras de E. inflexa (Tf) se agruparam com 90% de
similaridade e a terceira, com 80%. As amostras de M. minutiflora (Tf) se agruparam
com 85% de similaridade e duas réplicas com 100%. As amostras da interacdo E.
inflexa +M. minutiflora (Tf) se agruparam com similaridade de 60%.

A Figura 25 representa o gel referente as amostras dos vasos sem gramineas,
tanto no tempo inicial (Ti) quanto no tempo final (Tf). As amostras separaram-se
formando dois grupos com 50% de similaridade. Houve uma separacgao entre 0s tempos
Ti e Tf, cada um formado por duas réplicas.

As amostras de E. inflexa dos tempos Ti e Tf separaram-se em dois grupos com
40% de similaridade. As amostras referentes ao tempo Ti formaram um grupo com
similaridade de 70%, com duas réplicas a 90%. As amostras referentes ao tempo Tf
formaram um grupo a 60%, com duas réplicas a 70% de similaridade (Figura 26).
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As amostras referentes a interacédo E. inflexa +M. minutiflora nos tempos Tie Tf
estdo apresentadas na figura 27. As amostras separaram-se em dois grupos com
similaridade inferior a 40%. As réplicas do tempo Ti agruparam-se com 60% de
similaridade, enquanto as réplicas do tempo Tf, com similaridade inferior a 40%.

As amostras de M. minutiflora nos tempo Ti e Tf estdo apresentadas na figura
28. Para o tempo Ti s6 temos duas réplicas, pois a terceira ndo apresentou perfil de
bandas no gel. As amostras separaram-se em dois grupos com similaridade inferior a
40%, onde as amostras referentes ao tempo Ti agruparam-se com similaridade em 50%.
As amostras referentes ao tempo Tf apresentaram similaridade acima de 60% e uma

delas formou um grupo separado, com similaridade inferior a 40%.
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E. inflexa — Ti — v09
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E. inflexa - Ti - v10

M. minutiflora - Ti — v94

M. minutiflora - Ti — v95

M. minutiflora - Ti — v99

E. inflexa + M. minutiflora — Ti —v51

E. inflexa + M. minutiflora — Ti — v53

Figura 23. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico de E. inflexa, M. minutiflora e interag&o E.

inflexa + M. Minutiflora no tempo inicial (Ti), do experimento com plantas envasadas em casa de vegetacdo. O dendrograma foi
construido utilizando-se o algoritmo UPGMA e o coeficiente de similaridade DICE.
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E. inflexa + M. minutiflora — Tf — v64

M. minutiflora - Tf — v92

M. minutiflora - Tf — v97

M. minutiflora - Tf - v132

Figura 24. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico de E. inflexa , M. minutiflora e interagéo E.

inflexa + M. Minutiflora no tempo final (Tf) , do experimento com plantas envasadas em casa de vegetacdo. O dendrograma foi
construido utilizando-se o algoritmo UPGMA e o coeficiente de similaridade DICE.
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Figura 25. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo dos vasos sem gramineas nos tempos inicial e final (Tie
Tf), do experimento com plantas envasadas em casa de vegetacdo. O dendrograma foi construido utilizando-se o algoritmo UPGMA e o
coeficiente de similaridade DICE.

82



—40
-60
—G0
-—1 0o

E. inflexa- Tf-v11

E. inflexa - Tf - v27

E. inflexa - Tf —v22

E. inflexa - Ti — v09

E. inflexa - Ti - v12
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Figura 26. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico de E. inflexa nos tempos inicial e final (Ti e
Tf), do experimento com plantas envasadas em casa de vegetacdo. O dendrograma foi construido utilizando-se o algoritmo UPGMA e o
coeficiente de similaridade DICE.
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E. inflexa + M. minutiflora — Ti — v53

Figura 27. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico da interacdo E. inflexa + M. minutiflora nos
tempos inicial e final (Ti e Tf), do experimento com plantas envasadas em casa de vegetagdo. O dendrograma foi construido utilizando-se

0 algoritmo UPGMA e o coeficiente de similaridade DICE.
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M. minutiflora - Ti — v94

M. minutiflora - Ti — v95

M. minutiflora - Tf — v92

M. minutiflora - Tf — v97

M. minutiflora - Tf - v132

Figura 28. Dendrograma baseado nos perfis das comunidades bacterianas do solo rizosférico de M. minutiflora nos tempos inicial e final

(Tie Tf), do experimento com plantas envasadas em casa de vegetacdo. O dendrograma foi construido utilizando-se o algoritmo UPGMA
e o coeficiente de similaridade DICE.
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3.2.3. VariagOes na arquitetura e biomassa de raizes

Considerando os vasos em monocultura, para os dados de comprimento total de
raizes (CTR), comprimento de raizes finas (CRF), projecdo de éarea total (PAT),
superficie total das raizes (ST) e comprimento de parte aérea os valores encontrados
foram significativamente maiores em M. minutiflora do que em E. inflexa (Figuras 29
A, B, Ce 30 A e B). No entanto, a biomassa de raizes foi maior para E. inflexa (Figura
30 C). A relagdo entre raizes finas/comprimento total de raizes, comprimento total de
raizes/biomassa de raizes e comprimento total de raizes/comprimento da parte aérea
(RCC), foram maiores em M. minutiflora que E. inflexa (Figura 31 A, B, C).

Quando avaliamos 0s vasos em interacdo, 0 comprimento total de raizes (CTR),
comprimento de raizes finas (CRF), superficie total das raizes (ST), comprimento de
parte aérea foram significativamente maiores para M. minutiflora. Para projecédo de area
total (PAT) os valores entre as duas espécies foram iguais. (Figuras29 A, B,Ce 30 Ae
B). Em interacdo, os valores de biomassa de raizes foram maiores para E. inflexa
(Figura 30 C). A relacdo de raizes finas: comprimento total de raizes, comprimento total
de raizes: biomassa de raizes e comprimento total de raizes: comprimento parte aérea

(RCC) foram maiores para a espécie invasora, M. minutiflora (Figura 31 A, B, C).
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Figura 29: (A) Comprimento total de raizes; (B) Comprimento de raizes finas (CRF):
(C) Projecdo de area total (PAT) para os vasos de E. inflexa, M. minutiflora crescidos
em monocultura e em interacdo. Diferencas significativas entre os tratamentos
(monocultura e interacdo) estdo indicadas por letras mailsculas e entre as espécies por
letras minusculas (p<0,05). Médias seguidas por mesma letra mintscula ndo diferem
entre si.
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Figura 30. (A) Superficie total de raizes; (B) Comprimento de parte aérea; (C) Biomassa
de raizes de E. inflexa e M. minutiflora crescidos em monocultura e em interacéao.
Diferencas significativas entre os tratamentos (monocultura e interagéo) estao indicadas
por letras mailsculas e entre as espécies por letras mindsculas (p<0,05). Médias
seguidas por mesma letra mintscula ndo diferem entre si
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Figura 31. (A) Relagdo comprimento de raizes finas/ comprimento total de raizes; (B)
Relacdo comprimento total de raizes/biomassa; (C) Relacdo comprimento total de
raizes/comprimento parte aérea. Diferengas significativas entre os tratamentos
(monocultura e interacdo) estdo indicadas por letras mailsculas e entre as espécies por
letras minusculas (p<0,05). Médias seguidas por mesma letra mindscula ndo diferem
entre si.
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4. Discussao

As condicdes encontradas nas rizosferas de E. inflexa (espécie nativa) e M.
minutitflora (espécie invasora) em condi¢cbes de campo diferiram em todos 0s
parametros quimicos dos solos analisados, ainda que, as duas espécies tenham sido
coletadas nas mesmas condicGes e nas mesmas areas. Durante as coletas, observou-se
diferencas fisicas nos solos da rizosfera de E. inflexa, que se soltava mais facilmente das
raizes do que o solo aderido as raizes de M. minutiflora. A espécie invasora apresentou
maires valores para P, K, Ca disponiveis no solo e também para CTC e matéria
organica. Para todas as analises realizadas, somente os valores de pH a Al disponivel no
solo da rizosfera de E. inflexa foram significativamente maiores que os de M.
minutiflora. Segundo Davet (2004) o pH rizosférico difere dos solos adjacentes as
plantas. Essas variagdes sao mais ou menos pronunciadas dependendo da capacidade de
tamponamento do solo e dos tipos de plantas, onde dicotiledoneas apresentam um efeito
maior.

A maior disponibilidade de nutrientes no solo rizosférico de M. minutiflora pode
ser atribuido a fatores ecofisiolégicos como a exploragdo mais eficiente dos recursos
(BARUCH & GOMEZ, 1996), capacidade de resistir melhor & seca (BARUCH &
FERNANDES, 1993). Neste estudo, o solo da rizosfera de M. minutiflora apresentou
valores maiores de nutrientes no solo. Talvez, a comunidade bacteriana da rizosfera de
M. minutiflora poderia estar favorecendo a espécie na absorcéo de nutrientes.

Uma das estratégias utilizadas pelas espécies de plantas invasoras para competir
e dominar em comunidades vegetais ¢ a liberacdo de aleloquimicos, produtos do
metabolismo secundario, tendo como matérias-primas as substancias originadas no
metabolismo primério (LACHER, 2000). A alelopatia é o efeito de uma planta sobre
outra, através da liberacdo de substancias no ambiente que apresentam agdo direta ou
indireta sobre espécies vizinhas, incluindo-se interacBes intra e inter plantas e
microorganismos, podendo haver dominio de uma espécie sobre outra, que apresenta
susceptibilidade no ambiente compartilhado (RICE, 1979). Essas substancias
encontram-se em todas as partes da planta, principalmente nas raizes e folhas
(REZENDE, 2003).

A realizagdo do PCR-DGGE usando primers baseados na regido conservada da
sequéncia do 16S rDNA apresenta perfis complexos quando usados para analisar a
microbiota do solo. Os perfis obtidos refletem a composi¢cdo dominante da microbiota,
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formando um padrédo entre as amostras analisadas (DUARTE et al., 2001). Outra forma
de interpretacdo dos géis pode ser em relagdo a intensidade das bandas presentes nos
perfis, onde a intensidade estaria diretamente ligada a densidade de bactérias presentes
na amostra (FROMIN et al., 2002).

Nas andlises do 16S rDNA através de DGGE observou-se diferenciacdo dos
perfis bacterianos, com uma nitida separa¢do entre as comunidades bacterianas da
rizosfera das espécies de E. inflexa e M. minutiflora, bem como entre as comunidades
bacterianas nas estacOes seca-chuvosa.

Podemos observar que o efeito na diferenciacdo das comunidades bacterianas do
solo rizosferico das espécies estudadas permanece nas duas estacdes, seca e chuvosa,
mostrando que os efeitos provocados pelas espécies podem ser prolongados. A variagdo
entre as espécies de plantas e liberacdo de exsudatos podem ter influenciado o processo
de fracionamento das amostras de solo, para extracdo de DNA, a que foram submetidas
essas amostras. A liberagdo de recursos nutricionais na rizosfera como nitrogénio,
carbono e fosforo pelas plantas estimulam o aumento da comunidade de
microrganismos e a competicéo entre eles (ROVIRA, 1976). DeAngelis et al. (2009)
mostraram uma ampla diversidade bacteriana ainda ndo descrita em solos rizosféricos
de aveia,sugerindo que esta diversidade € estimulada pela atividade das raizes.

Quando as coletas foram realizadas, foi possivel observar a coexisténcia das
duas espécies de gramineas. Situacdo semelhante encontraram Pivello et al. (1999) em
levantamento realizado na Reserva Bioldgica do Cerrado de Emas (Pirassununga, SP).
Os autores observaram um padréo de distribuicdo similar entre as espécies de E. inflexa
e M. minutiflora, sendo encontrados em ambas altos indices de biomassa aérea e
densidade. A associacdo positiva verificada através da avaliacdo dos dados de biomassa
aérea e densidade permitiu aos autores inferir que M. minutiflora ndo exclui a espécie
nativa. Entre os fatores adaptativos que poderiam permitir a alta frequéncia e a
coexisténcia dessas espécies estaria a grande capacidade de crescimento vegetativo,
resultado da total conversdo de fotoassimilados em biomassa alocada para as folhas
(KLINK, 1996). Estudos tedricos predizem que as espécies invasoras irdo ocupar 0
mesmo nicho das espécies nativas e que estas irdo produzir um novo padrdo de
organizagdo (SCHEFFER & VAN NES, 2006).

Quando analisamos 0s mesmos parametros fisico-quimicos referentes aos vasos
ndo foi possivel observar a mesmas diferencas entre as espécies. Para todos o0s

tratamentos, 0s maiores valores de nutrientes estavam nos vasos com solo e ndo nos
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vasos com gramineas. Somente em interacdo E. inflexa + M. minutiflora, o elemento K
apresentou maior valor em relacdo a E. inflexa e M. minutiflora em monocultura. Para
Cae CTC, E. inflexa apresentou maior valor em relagcdo a M. minutiflora e interagéo.

Em relacdo aos dados de arquitetura de raizes e biomassa, a espécie invasora
apresentou 0s maiores valores para todos os pardmetros analisados quando em
monocultura e em interacdo. Entretanto, somente para os valores de biomassa de raizes
os valores foram maiores para E. inflexa, tanto em monocultura quanto em interagéo.

As plantas podem competir entre si (intraespecifica) e com outras plantas
(interespecificas) pelos recursos do meio (luz, &gua, nutrientes, COz2). A duracdo do
tempo da competicdo determinard prejuizos no crescimento, no desenvolvimento e,
consequentemente, na produgdo, em caso de culturas. Uma reducdo consideravel no
crescimento de espécies, tanto em combinagdes intra como interespecificas, é resultante
da competicdo espacial entre grupos de plantas que ocupam o mesmo local em um
determinado periodo de tempo (SCHOENER, 1983). Raventdés & Silva (1995)
argumentaram que essa reducdo ocasionada por plantas vizinhas, poderia ser devido a
competicdo por dgua durante a estacdo seca e por luz durante a estacdo Umida, sendo
que a natureza complexa da competicdo entre plantas tem sido amplamente ignorada,
sendo investigada apenas na forma de estudos experimentais e em condicdes
controladas. No entanto, a competicdo interespecifica por ambientes favoraveis ao
estabelecimento das plantas ao longo do tempo evolutivo, pode estar gerando
adaptacdes nas estratégias de regeneracao das espécies.

A projecdo de area de raizes foi igual para as duas espécies quando em interacao.
As duas espécies ocuparam o maior espaco possivel dentro dos vasos para poder obter
maiores recursos de nutrientes e 4gua. A competicdo entre as espécies pode alterar 0s
mecanismos de utilizacdo e aquisicdo de nutrientes pelas plantas maximizando a
captacao dos recursos escassos (SILVA & DELATORRE, 2009).

O sistema radicular das plantas é muito importante para a exploracdo do solo e
absorcdo de agua e nutrientes. A habilidade para ocupar o subterrdneo do solo depende
de diversas caracteristicas das raizes, incluindo taxa de crescimento relativo, densidade
de raiz fina, biomassa e area superficial total da raiz (HODGE, 2009). No presente
estudo, a competicao entre as espécies afetou mais a espécie nativa do que a invasora.

O maior valor de biomassa encontrado para as raizes de E. inflexa pode estar
relacionado ao fato de que plantas de cerrado apresentem sistema radicular bem

desenvolvido para sobreviver nos periodos de seca e quando ocorrem queimadas
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(DELITTI et al.,, 2001). Variacbes na biomassa de raizes podem ser devido a
translocacBes de carboidratos e nutrientes entre brotos e raizes. Estas transferéncias
permitem que as comunidades de plantas se adaptem as condi¢fes de mudanca em
ambientes de savana (VOGT et al., 1998). Em competicédo, E. inflexa pode ter alocado
seus recursos em biomassa de raizes.

A relacdo comprimento total de raizes/comprimento de parte aérea pode ajudar a
explicar como os fatores afetam e modificam o crescimento da planta. As plantas tém
capacidade para compensar deficiéncias, como limitacdo de nutrientes, aumentando o
tamanho da raiz em relagcdo & demanda da parte aérea, aumentando a densidade e o
comprimento de raizes finas (BARBER, 1979). Uma menor relacdo raizes/parte aérea
pode significar um sistema radical mais extenso e, possivelmente, mais eficiente
(BUTTERY & BIZZELL, 1972). Entretanto, isto ndo foi observado em nenhuma das
espécies estudadas. M. minutiflora apresentou valores maiores para comprimento total
de raizes e relacdo raizes/parte aérea. As espécies invasoras sdo dotadas de uma
arquitetura foliar mais eficiente na captacdo da luz solar e transformacdo em energia,
essencial para o desenvolvimento da planta (VITORIA FILHO, 1985).

Similar ao observado em condic¢Bes de campo, os perfis das bandas dos géis de
DGGE permitiram a observacdo da nitida separacdo entre os vasos com E. inflexa, M.
minutiflora e da interagdo entre as gramineas no tempo incial (Ti). Os perfis mais
contrastantes de bandas foram os pertencentes a M. minutiflora. Quando analisamos o
tempo final (Tf) verificamos o mesmo padrdo de agrupamento, com uma diferenciagdo
entre as espécies de gramineas e a interacao.

Varios estudos tem sido realizados com o objetivo de verificar o efeito de
nutrientes nas rizosferas (GOMES et al., 2001; MOTA et al., 2002; SILVA et al.,
2003), utilizando-se a tecnica de PCR-DGGE, entretanto ndo foram encontrados
trabalhos com objetivos de verificar diferencas na comunidade bacteriana de rizosferas
em experimento com interagdo entre gramineas.

Como o PCR-DGGE da regido 16S rDNA avalia a comunidade bacteriana
predominante existente na rizosfera, metabolicamente ativa ou ndo (PROSSER, 2002),
mudancas no perfil metabdlico de cada espécie podem ser responsaveis pelas diferengas
constatadas entre as espécies de gramineas e entre as interacBes. Quando as duas
espécies de gramineas estavam em interagdo, o perfil dos géis apresentou um nimero
maior de bandas, ao contrario das espécies em monocultura. As atividades dos
microrganismos estdo baseadas em sua notavel diversidade metabdlica e adaptabilidade
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genética (KURTBORKE et al., 2004), e aparentemente a interagdo entre as gramineas
produziu uma comunidade bacteriana diferenciada. A rizosfera cria um ambiente
favoravel e protegido para microrganismos (ANDRADE et al., 1998). A magnitude
dessas alteracdes nas propriedades do solo é largamente determinada pela quantidade e
tipo de C liberado da raiz, bem como de caracteristicas intrinsicas do solo. As raizes
metabolicamente ativas secretam vérias formas de materiais orgénicos. Entre 40 e 95%
do carbono transferido para as raizes & perdido como rizodeposicdo no solo,
constituindo-se em consideravel fluxo de carbono que influencia a modulagdo da
estrutura de comunidades microbianas presentes nesses habitats (MARRIEL et al.,
2005).

A quantidade e a qualidade dos exsudatos liberados pela raiz também alteram a
quimica do solo e influenciam a comunidade bacteriana que coloniza a rizosfera e
utiliza esses exsudados como fonte de carbono (BAUDOIN et al., 2001). A composicao
desses exsudatos pode variar com a idade e o gendtipo da planta, o metabolismo, a
condicdo nutricional, o tipo de estresse e outros fatores ambientais (RICHARDSON et
al., 2009).

DeAngelis et al. (2009) mostraram uma ampla diversidade bacteriana ainda néo
descrita em solos rizosféricos de aveia, chamando atengdo que muito ainda necessita ser
estudado para que possamos entender como este sistema funciona.

Podemos observar que a interacdo entre as duas espécies provoca alteracGes
tanto na comunidade microbiana do solo quanto no desenvolvimento das espécies.
Calvaruso et al. (2003) em trabalho realizado com amostras de solos de floresta
observaram que as comunidades bacterianas da rizosfera podem alterar o crescimento
das plantas por modificarem a disponibilidade de nutrientes do solo. Variagdes no pH
do solo, aeracdo e caracteristicas fisico-quimicas resultam em condigdes distintas para o
solo, impactando diretamente a comunidade microbiana da rizosfera (MARSCHNER et
al., 2001).

O solo da rizosfera apresenta caracteristicas quimicas e microbiolédgicas distintas
do solo total. Exsudatos de raizes sdo fontes de carbono e energia para a comunidade
microbiana do solo. Alguns trabalhos mostram as diferencas encontradas para solos
rizosféricos de plantacdo de milho e para solos de florestas temperadas. Os solos
distantes das plantas apresentam diversidade microbiana diferente. As plantas alteram a
quimica do solo através da liberacdo de exsudatos pelas raizes finas e através da
interacdo mutualista entre os fungos que habitam a regido das raizes (ACOSTA-
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MARTINEZ et al., 2008; BERG et al., 2009; OH et al., 2012). Este pode ser um dos
motivos pelos quais 0s solos dos vasos sem gramineas apresentaram perfis bacterianos

diferentes das amostras de solo com as gramineas E. inflexa e M. minutiflora.
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5. Conclusdes

Diante da hip6tese formulada de que as espécies de gramineas invasoras afetam
a diversidade da comunidade bacteriana do solo em areas nativas de cerrado em fungéo
de diferengas no investimento em biomassa radicular e no padréo de absorgéo e uso de
nutrientes foi possivel concluir através dos experimentos em campo e em casa de

vegetacao que:

Experimento em campo

A maioria dos parametros quimicos do solo diferiu no solo rizosférico da espécie
invasora, Melinis minutiflora, em comparacdo com a espécie nativa, Echinolaena
inflexa, independentemente da estagéo do ano.

A maior disponibilidade de nutrientes encontrada na rizosfera de Melinis
minutiflora pode ser um fator da diferenciacdo observada para as comunidades
bacterianas associadas a rizosfera das duas espécies de gramineas detectadas através da
técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) obtidas para as
sequéncias de 16S rDNA. Nos géis analisados a espécie nativa, Echinolaena inflexa,
apresentou um maior namero de bandas quando comparados a espécie invasora Melinis

minutiflora.

Experimento em casa de vegetagao

Como observado em situacdo de campo, também nos vasos a espécie invasora
alterou a maioria dos parametros quimicos do solo, havendo diferenciacdo da
comunidade bacteriana entre as espécies nos tratamentos em monocultura e em
interacdo entre elas. Adicionalmente, a espéecie invasora apresentou maior crescimento
tanto em monocultura quanto em interacdo em relacdo a espécie nativa podendo assim
ter explorado melhor os recursos do solo.

O periodo de desenvolvimento das espécies também foi fator de diferenciacéo
das comunidades bacterianas. O estabelecimento das espécies alterou a diversidade
bacteriana do solo quando comparados ao controle (vasos sem gramineas). O aumento
do nimero de bandas e com maior intensidade sdo observadas nos géis quando as

espécies ja estdo estabelecidas. Este resultado esteve presente nas duas espécies

96



estudadas, Echinolaena inflexa e Melinis minutiflora, bem como, na interagdo entre
elas. A diferenciacdo ocorreu no nimero de bandas apresentados nos géis, onde um

namero maior de bandas foi encontrado para a espécie nativa, Echinolaena inflexa.
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CAPITULO 3

EFEITOS DO PLANTIO DE ARBOREAS EM UMA PASTAGEM SOBRE A
COMUNIDADE BACTERIANA DO SOLO

RESUMO

O bioma Cerrado é o segundo maior bioma no Brasil e consiste em um mosaico de
vegetacdo com diferentes fitofisionomias, variando entre campos abertos até florestas
densas e florestas secas. Um recente e intenso processo de ocupagdo transformou o bioma
na mais importante regido para pecuéria e cultivo no Brasil. A degradacdo de pastagens é
um dos maiores problemas na agricultura, com consequéncias severas para 0 ambiente no
bioma Cerrado. O objetivo deste trabalho foi comparar a comunidade bacteriana do solo
associada a trés areas do bioma Cerrado: uma area nativa de cerrado, uma area de pastagem
em uso e uma area de pastagem com plantio de arbdreas. Utilizamos a técnica de
pirosequenciamento para caracterizar as comunidades bacterianas em 18 amostras de solo.
As amostras representaram as diferentes areas e estacdes, chuvosa e seca, a que estdo
submetidas. Na é&rea de cerrado nativo, os perfis mostraram um padrdo diverso de
distribuicdo, sem um grupo dominante. O filo Acidobacteria foi dominante na area de
pastagem em uso e na pastagem com plantio de arbdreas, seguido pelos filos Firmicutes,
Planctomycetes e Proteobacteria. A sazonalidade das estagdes foi um fator marcante na

diferenciacdo entre os filos das areas amostradas.
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ABSTRACT

The Cerrado biome, the second largest biome in Brazil, consists of a mosaic of different
habitat types, ranging from open grasslands to dense woodlands and dry forests. An
intensive recent occupation process has transformed it into the most important region for
cattle ranching and intensive plantation commodity crops in Brazil. The degradation of
pastures is an important problem, leading to serious environmental consequences in Cerrado
biome. Restoring those areas may become strategic, both, for the economical importance of
the agrosystems, and for their preservation, since degradation is very associated to erosion,
causing sediment deposition in rivers and lakes. The purpose of this work was to compare
the bacterial soil communities associated with three areas in Cerrado biome: a native
cerrado area, a pasture in use and a pasture planted with tree species. We used a barcoded
pyrosequencing technique to characterize bacterial communities in 18 soils samples. In the
native cerrado area, the bacterial community profile showed a diverse pattern of
distribution, without a dominant group. Acidobacteria were dominant in pasture in use and
pasture with tree species, followed by Firmicutes, Planctomycetes and Proteobacteria.
Seasonality of the precipitation was an important factor differentiating between the phyla of

the sampled areas.
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3.1. Introdugéo

O Cerrado é o segundo maior bioma da América Latina com uma éarea de
aproximadamente 204 milhdes de hectares (CSR/IBAMA 2009), ocupando cerca de
25% do territorio brasileiro, localizado principalmente na regido central do pais. E
considerado a savana com maior riqueza de espécies do mundo com mais de 11.000
espécies de plantas, das quais 4.400 sdo endémicas (MENDONCA et al., 2008;
MYERS et al. 2000).

Apesar de estudos mostrando sua alta biodiversidade, o Cerrado sofre com intenso
desmatamento em decorréncia da expansdo das atividades agropecuarias e crescimento
urbano. Considerando o periodo entre 2002 e 2008, os remanescentes do Cerrado foram
reduzidas de 55,7% para 51,5% , segundo o relatério técnico de monitoramento de
desmatamento do bioma (MMA/IBAMA/PNUD), onde apenas 7,4% de toda a &rea natural
do bioma é integralmente protegida por unidades de conservacdo (CSR/IBAMA, 2009).

O uso da terra no bioma, tem se caracterizado pelos sistemas de producdo
intensiva e mecanizada, com utilizacao de elevadas doses de fertilizantes e pesticidas.

A conversdo da vegetacdo nativa em pastagens cultivadas representou uma
alternativa para aumentar a producéo de carne da regido. Isso foi obtido pela introdugéo
de espécies forrageiras de origem africana, de grande capacidade de adaptacdo a solos e
climas, dos géneros Brachiaria (corresponde a mais de 80% das pastagens cultivadas do
Centro-Oeste brasileiro), Panicum e Andropogon (BROSSARD & BARCELLOS,
2005).

Além de ser responsavel por grande parte da producdo de grdos no pais, a
pecuaria do Cerrado representa 40% do rebanho bovino do Pais, contribuindo com
aproximadamente 43% da carne brasileira produzida (BNDES 2009). No Brasil,
ocupam cerca de trés quartos da area agricola nacional (BRASIL, 2006), cerca de 210
milhdes de hectares, assumindo posicéo de destaque no cenario agricola brasileiro.

Apesar de varios estudos mostrando sua alta diversidade, o Cerrado apresenta
hoje, aproximadamente, 37% de sua cobertura vegetal perdida principalmente para areas
de pastagens. Pesquisas mostram que 70% das pastagens brasileiras estdo em processo
de degradacdo, principalmente no cerrado, nas areas de transicdo e na Amazonia, 0 que
afeta a produtividade e a sustentabilidade da pecuéaria nacional. As estimativas para o
Brasil chegam em 70 milhdes de hectares de pastagens degradadas (FAO 2008).
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O desenvolvimento de tecnologias para recuperar areas de pastagens
abandonadas e degradadas, através do uso de sistemas agro silvo pastoris, como
alternativa para minimizar a pressdo de desmatamento sobre novas areas, pode
proporcionar desenvolvimento social, econémico e é ecologicamente sustentavel para 0s
agricultores.

A reimplantacdo da vegetagdo nativa ou a adaptagdo de espécies exoticas
possibilita a producdo de matéria orgénica, bem como, a recupera¢do da comunidade
microbiana do solo, que possuem papel fundamental nas transformagdes que equilibram
e sustentam os ecossistemas naturais e cultivados (MASCHIO et al., 1992).

Os microrganismos do solo sdo responséveis pela decomposicdo da matéria
organica, mineralizagéo e transferéncia de nutrientes entre os diferentes compartimentos
do solo, controle biolégico de patégenos, producdo de substdncias promotoras de
crescimento, fixacdo biolégica de nitrogénio atmosférico e degradacdo de substancias
toxicas no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A microbiota do solo também
contribui com a liberacdo gradativa e continua de nutrientes da matéria orgénica para as
plantas e apds a morte dos microrganismos, parte do contetdo celular também se torna
disponivel as plantas (TURNER et al., 2003).

Além da busca da diversidade entre as espécies vegetais, a recuperacdo da
biodiversidade dos microrganismos e da fauna do solo é questdo importante na busca da
sustentabilidade. Em solos degradados, os niveis de carbono no solo sdo baixos e a
recuperacdo de areas pode oferecer uma alternativa para o sequestro de carbono, no
combate as mudangas climaticas globais (LAL, 2004).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi comparar e diferenciar a
diversidade da comunidade bacteriana de solos de cerrado com diferentes usos —
pastagem em uso, pastagem com plantio de arboreas e uma area de cerrado sentido
restrito como referéncia.

Para tanto, foram formuladas as seguintes hipdteses:

A composicao da comunidade bacteriana é diferente devido:

1. A conversdo do solo para cultivo de pastagens causa alteracBes fisicas e
quimicas que podem alterar a diversidade bacteriana do solo;

2. A entrada de nutrientes diferenciada em cada area e o historico de uso torna-se
fator determinante na diferenciacdo da comunidade bacteriana do solo.
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3.2. Material e métodos

3.2.1. Descricao da area de estudo

O municipio de Paracatu, estado de Minas Gerais, localiza-se na sub-bacia do rio
Paracatu, onde a agropecuaria é a principal atividade econdmica com producdo de
hortifrutigranjeiros, cana-de-agucar, soja, trigo e diversos tipos de rebanhos (IBGE,
2012).

A precipitacdo total nas &reas da Fazenda Jéssica, em Paracatu, MG no periodo
do estudo foi de 1409,7 mm, medido por uma estacdo do INMET, para 0 municipio.

Segundo a classificacdo climéatica de Koppen, o clima da regido é do tipo AW,
clima tropical umido de savana, com inverno seco e verdo chuvoso. A precipitacdo
anual média estd entre 1100 a 1600 mm com duas estacfes bem definidas: seca e
chuvosa. A estacdo seca ocorre de maio a setembro e a chuvosa de outubro a abril,
quando ocorre mais de 90% da precipitagdo anual.

Os indices pluviométricos mensais registrados pelo Instituto Nacional de

Meteorologia (www.inmet.gov.br, em 01/06/2012) para o periodo de janeiro de 2010 a

dezembro de 2010 estdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Distribuicdo da precipitacdo mensal (mm) durante o periodo de janeiro de
2010 a dezembro de 2010. Dados do Instituto Nacional de Metereologia (INMET,
Paracatu, MG). As setas representam os meses de coleta.
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O experimento de recuperacdo de area de reserva legal com arboreas foi
estabelecido em uma fazenda, denominada Fazenda Jéssica, localizada entre as
coordenadas 17°16°04.4” de latitude Sul e 46°52°14.5” de longitude Oeste. A area da
fazenda se encontra na micro bacia do Corrego Rico, bacia do rio Paracatu. A
recuperacdo foi estabelecida em uma &rea utilizada como pastagem, formada com
Brachiaria brizantha.

O local da area de estudo possui a fitofisionomia de cerrado sentido restrito,
formacdo fisiondmica vegetal que caracteriza os cerrados do Brasil Central, ocupando
aproximadamente 43% da regido (EITEN, 1972). O solo das parcelas foi classificado
como Latossolo Vermelho, com textura muito argilosa.

Nesta fazenda, trés parcelas, representando pastagem em uso, pastagem a ser
recuperada com arbdreas e uma parcela controle, com vegetacdo nativa e fitofisionomia
de cerrado sentido restrito foram selecionadas (Figura 33).

Para o plantio das &rvores na &rea para recuperacdo foram estabelecidas
diferentes composi¢cdes de espécies nativas definidas com base em inventéarios
previamente realizados em nivel regional (SILVA JUNIOR, 2007; FELFILI et al. 1995,
1994). As mudas foram produzidas no viveiro do Centro de Referéncia em Recuperacéo
de Areas Degradadas (CRAD — UnB) e no Viveiro do IEF-MG em Paracatu, parceiro
do grupo e responsavel por um viveiro de mudas naquela cidade que tem a missdo de
produzir mudas para apoiar projetos e produtores rurais.

O projeto na fazenda Jéssica foi iniciado em marco de 2009, com a avaliagéo,
preparo das areas e selecdo das mudas a serem plantadas. O plantio foi realizado em
outubro de 20009.

Os plantios foram mistos com espécies nativas, priorizadas aquelas de uso
multiplo, medicinais e alimentares que agreguem valor as reservas legais e tragam renda
aos proprietérios rurais e aquelas com fungdes ecossistémicas importantes. Foram
plantadas 1505 mudas, abrangendo 30 espécies (Tabela 3). As mudas foram plantadas
em covas com adubacdo organica ao redor. Dois litros de esterco curtido foram
adicionados, em quatro covas, distantes 50 cm das plantas e com 10 cm de profundidade
por 20 cm de largura em torno da planta. A palha de milho foi colocada em um raio de
50 cm ao redor da planta e sobre a palha foi depositado um pouco de solo para que
evitar a retirada da palha com o vento. A area total plantada foi de 1, 5 ha. Para evitar o
pastejo de animais, a area foi cercada.
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Figura 33. Areas da fazenda Jéssica, em Paracatu, Minas Gerais. (A) Area de cerrado
sentido restrito; (B) Area de pastagem em uso; (C) Area de pastagem com plantio de
arbéreas.
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Tabela 3: Lista das espécies arbdreas utilizadas no plantio da area em recuperacdo da
fazenda Jéssica, em Paracatu, Minas Gerais.

Nome comum

Nome cientifico

Familia

Acoita cavalo
Albizia
Cerejeira
Angico monjolo
Angico vermelho
Cortica
Aroeira
Baru
Cagaita
Caixeta
Camboata
Capitéo
Cavilna
Caroba
Cedro
Chicha
Embadba
Faveira
Gongalo
Ipé amarelo
Jatobd m
Jenipapo
Mata cachorro
Mutamba
Paineira
Pau d’dleo
Pau-formiga
Pau-santo
Tingui
Vinhéatico

Luehea grandiflora

Albizia polycephala

Amburana cearensis
Parapiptadenia zehntneri

Anadenanthera macrocarpa

Apeiba tibourbou
Lithraea molleoides
Dipteryx alata
Eugenia dysenterica
Croton salutaris
Matayba elaeagnoides
Terminalia argentea
Dalbergia miscolobium
Jacaranda micrantha
Cedrela tubiflora
Sterculia chicha
Cecropia pachystachya
Dimorphandra mollis
Astronium graveolens
Tabebuia serratifolia
Hymenaea courbaril
Genipa americana
Simarouba versicolor
Guazuma ulmifolia
Chorisia speciosa
Copaifera lucens
Triplaris brasiliensis
Kielmeyera marauensis
Magonia pubescens
Plathymenia reticulata

Tiliaceae
Leguminosae
Fabaceae
Leguminosae
Leguminosae
Tiliaceae
Anacardiaceae
Leguminosae
Myrtaceae
Euphorbiaceae
Sapindaceae
Combretaceae
Leguminosae
Bignoniaceae
Meliaceae
Sterculiaceae
Cecropiaceae
Leguminosae
Leguminosae
Bignoniaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Simaroubaceae
Sterculiaceae
Bombacaceae
Leguminosae
Polygonaceae
Guttiferae
Sapindaceae
Leguminosae
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3.2.2. Coleta das amostras de solo

As éareas selecionadas foram amostradas nos meses de marco (final da estacéo
chuvosa) e setembro (final da estacdo seca) de 2010. No més de marco, quando foi
realizada a primeira coleta (31/03/2010), a precipitacdo foi de 226,5 mm. Para 0 més de
setembro, foi de 7,7 mm. Até a data da segunda coleta (22/09/2010), ndo havia
precipitacdo acumulada no periodo.

As amostras de solo foram coletadas com trado com 5 cm de didmetro em
profundidade entre 0-10 cm. Na parcela de pastagem com arboreas, as coletas foram
feitas na area proxima a planta.

Em cada &rea foram demarcados trés transectos, onde foram coletadas dez
amostras em cada transecto. A distancia entre cada transecto foi de 50 m e a distancia
entre os pontos de 5 m. No total, por transecto foram coletadas 30 amostras de solo. As
amostras que foram coletadas na area com plantio de arboreas, foram coletadas a 40 cm
de distancia da planta.

As amostras utilizadas para as analises foram compostas por 3 e 4 pontos de solo
coletado. No primeiro transecto, selecionamos os pontos 3, 6 e 9; no segundo, 4, 7 e 10,
e no terceiro, 2, 5, 8 e 10. Essas amostras foram compostas, representando um ponto por
transecto. Assim, foi possivel obter 3 amostras por linha (Figura 34).

Ap0s as coletas, em campo, as amostras destinadas as analises moleculares, pH e
analise de nutrientes foram acondicionadas em sacos plasticos e mantidas refrigeradas.
Para determinacéo do conteudo gravimétrico as amostras foram acondicionadas em latas
de aluminio e vedadas.

Ao chegar ao laboratorio, as amostras destinadas as analises moleculares foram
peneiradas através de malha de 2 mm, fracionadas em pequenas quantidades e
congeladas em freezer -20°C. As amostras utilizadas para determinacéo de pH e analise
de nutrientes foram peneiradas, secas em temperatura ambiente e armazenadas para as

analises.
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Figura 34. Esquema referente as coletas de solo realizadas em Paracatu, Minas Gerais.

3.2.3. Analises fisico-quimicas do solo

Os valores de pH do solo foram obtidos em &gua destilada e CaCl, (0,01 M) na
propor¢do 1:2,5. Apos a agitacdo com bastdo de vidro e repouso por 30 minutos foi
realizada a leitura do pH, com auxilio de um potenciémetro.

As andlises quimicas do solo foram realizadas na Universidade Federal de
Vicosa (UFV-MG), no laboratério de Solos Florestais. Os elementos P, K foram
extraidos com o extrator Mehlichl e os elementos Ca, Mg e Al com o extrator KCI
(Imol/L). O carbono organico foi determinado pelo método Walkley-Black. A
concentracdo de P disponivel foi determinada por colorimetria, K trocével por
fotometria de chama, Ca e Mg trocéveis por espectrofotometria de absorcdo atémica. O
elemento Al por titulometria. As analises realizadas seguiram o protocolo estabelecido
por EMBRAPA (1997).

O teor gravimétrico de agua no solo foi determinado pela diferenca entre o peso
fresco e 0 peso seco do solo, apds ter sido mantido em estufa a 105° C até peso

constante.
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A analise de textura das amostras de solo foi realizada com o método do
densimetro (BOUYOUCQOS, 1926).

3.2.4. Analises da comunidade bacteriana do solo

A extracdo de DNA total das amostras de solo foi feita através do kit FastDNA
SPIN para extracdo de DNA de microrganismos em amostra de solo, marca MP Bio,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, com uso do equipamento Fast Prep®
24 (MP Bio, USA). O produto da extragdo foi avaliado por eletroforese em gel de
agarose 0,8 % contendo brometo de etideo (2ug/ml) e o seu tamanho estimado por
comparagdo com o marcador 1kb plus ladder (USB-EUA).

Para as analises de pirosequenciamento, os fragmentos de 16S rDNA das
amostras de solo de cada area tratamento (cerrado, pastagem com plantio de arboreas e
pastagem em uso) foram amplificados utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores
que flanqueiam as regibes hipervariaveis V5 a V9 do 16S rRNA (ARMOUGON &
RAOULT, 2009). Os pares de oligonucleotideos iniciadores utilizados foram 787F (5’-
ATTAGATACCCNGGTAG - 3’) e 1492 R (5’- GNTACCTTGTTACGACTT - 37),
com os adaptadores A ou B da 454 Life Science’s - (ROESCH et al., 2007).

A amplificacdo por PCR das sequéncias de 16S rDNA com 20 pl de volume
total de reacdo foi realizada através do protocolo: tampdo de Taq polimerase 1X
(Invitrogen); 3,0 mM de MgCl,; 10 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 0,25 mM
de dNTPs;1,5U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1 pl de DNA. As concentragdes
das amostras de DNA variaram entre 1,08 ng/ul a 6,75 ng/ul em 25 pl. A amplificagdo
foi realizada utilizando desnaturacdo inicial de 3 min a 95°C, seguido por 25 ciclos com
desnaturacdo por 30 segundos a 95°C, anelamento por 30 segundos a 58°C e extensdao
por 1,4 minutos a 72 °C, seguido por uma extensdo final de 7 minutos a 72°C e
resfriamento a 10°C. Os amplicons foram sequenciados por meio do sequenciador de
nova geragdo GS FLX Titanium (454 Sequencing Center, Brandford, USA).

O processamento dos dados foi realizado por meio do pipeline Qiime
(CAPORASO et al., 2010). Sequéncias menores que 130 bp e com indice de qualidade
inferior a 30 foram removidas. As sequéncias foram separadas por amostras através dos
barcodes com 10 pb e depois agrupadas em filotipos usando Cd-hit (LI & GODZIK,
2006) com limiar de = 97% de similaridade entre as sequéncias. Sequéncias
representativas foram classificadas usando Uclust contra o conjunto de dados basicos do
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RDP (Ribosomal Database Project). Os testes estatisticos sobre as diferencas
taxondmicas entre as amostras foram calculados por meio do programa STAMP
(PARKS & BEIKO, 2010).

3.2.5. Andlises estatisticas

O modelo linear misto (LME) proposto por Laird & Ware (1982) foi utilizado
para andlise dos dados, por possuirem medidas repetidas ao longo do tempo, com
fatores fixos e aleatérios.

Para a utilizagdo do modelo, usamos o fator ‘estacdo’ como fixo, pois foram
realizadas duas medigdes na mesma area em épocas diferentes. Os outros dados foram
tratados como fatores aleatorios.

Os dados relativos para as analises de solo, como pH, contetudo gravimétrico de
agua e nutrientes foram testados quanto a sua normalidade e homocedacidade. Somente
os valores de pH precisaram de transformacdo logaritmica. Diferencas a 5 % de
probabilidade foram consideradas significativas. As analises estatisticas foram
realizadas no programa R (versdo 2.13.0, pacote NLME 2.13.2 - R Development Core
Team 2008).
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3. Resultados

3.3.1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo

O conteudo gravimetrico na profundidade 0-10 cm respondeu as variagdes da
precipitacdo durante os meses coletados (margo e setembro) (Figura 32). O teor de
umidade médio do solo variou entre 25,5% (marco de 2010) a 13,4% (setembro de
2010) na &rea de cerrado sentido restrito e de 16,9% (marco de 2010) a 10% (setembro
de 2010) na area de pastagem em uso. Na area de pastagem com arbdreas os valores
variaram entre 21,7% (marco de 2010) a 9,35% (setembro de 2010) (Figura 35 A).
Diferencas significativas foram observadas entre as estac6es, chuvosa e seca (p<0,05).

Quando comparados, os valores de pH(H,O) dos solos entre as areas, o solo sob
cerrado apresentou valores mais baixos em relacdo as areas de pastagem em uso e
pastagem com arboreas (Figura 35 B). Os valores médios de pH (CaCl,) (Figura 35 C)
do solo de cerrado sentido restrito foram menores que o0s das areas de pastagem em uso
e pastagem com arbdreas. As diferengas ocorreram entre as parcelas e entre as estacoes,
chuvosa e seca. Houve efeito significativo da época de amostragem dos solos, sendo
que os valores mais elevados foram encontrados na estagcdo chuvosa. Os valores das
areas de pastagem foram maiores que o de cerrado. Na estacdo seca ndo houve
diferencas entre os valores.

ApoOs as analises de texturas, os solos das trés areas foram classificados como
tendo textura muito argilosa, segundo o diagrama triangular simplificado para a
classificagéo textural do solo.

As analises das caracteristicas quimicas dos solos estdo apresentadas nas figuras
36, 37 e 38. As concentragdes de P disponivel no solo foram significativamente
diferentes entre os tratamentos, ndo variando, entretanto, entre as estacdes. A area de
cerrado sentido restrito apresentou os menores valores, variando entre 1,16 a 1,57
mg.dm™ nas estacdes chuvosa e seca. A rea de pastagem em uso apresentou valores
variando entre 1,97 e 2,1 mg.dm®. Para a 4rea de pastagem com arbéreas foram
encontrados os maiores valores para P disponivel, variando entre 3,54 e 4,40 mg.dm®.

As concentragdes de K disponivel ndo apresentaram diferencas entre as areas
estudadas, com valores variando entre 109,67 a 160 mg.dm™. O conteido de Ca nas

areas foi significativamente diferente quando comparamos a area de cerrado sentido
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restrito com as reas de pastagem em uso e pastagem com arbdreas, nas duas estacoes,
chuvosa e seca. Entretanto, ndo houve diferencas entre as duas areas de pastagem.

As analises mostraram diferencas nas concentra¢cdes de Mg disponivel no solo,
onde a area de cerrado sentido restrito apresentou os menores valores quando
comparado as areas de pastagem. Entre as areas de pastagem ndo houve diferencas entre
os valores.

As concentragdes de Al no solo foram significativamente diferentes quando as
areas de cerrado, pastagem em uso e pastagem com arbéreas foram comparadas. A area
de cerrado apresentou valores maiores tanto para a estacdo chuvosa (1,30 cmol/dm?®),
quanto para a seca (0,94 cmol/dm?). Os valores de CTC foram diferentes somente entre
a &rea de cerrado e as areas de pastagem, tanto nas esta¢des chuvosa, quanto na seca.

Para os valores de MO do solo ndo houve diferencas significativas entre as
areas.

A andlise dos componentes principais com 0s parametros quimicos dos solos
amostrados (Figura 39 A e B) agruparam as areas de cerrado sentido restrito no mesmo
quadrante, separando as areas de pastagem em uso e pastagem com arblreas. A

separagdo entre os quadrantes ocorreu também em relagdo as estagdes, chuvosa e seca.

114



A *
—~ 351 * I Chuva
X [ Seca
o 30 -
(@]
s *
8 254
3
§ 20
IS
S 15 A
[}
©
S 10 -
(5]
|_
5 -
0 T T T
Cerrado Pastagememuso Pastagem com arboreas
Areas
7
B * *
6 -
5 -
Q 41
I
L 31
2 -
l -
0 T T T
Cerrado Pastagememuso  Pastagem com arboreas
Areas
.
C
6 -
* *
5 -
*
o — [——
O 47
©
o
I 3
o
2 -
1 -
0 T T T
Cerrado Pastagememuso Pastagem comarboreas
Avreas

Figura 36. Valores médios do teor de umidade no solo (%), pH em agua e CaCl, obtidos
em areas de cerrado sentido restrito, pastagem em uso e pastagem com arbéreas (n=3),
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3.2.2. Analises da comunidade bacteriana do solo

Ap0s as analises de pirosequenciamento, obtivemos cerca de 126 000 sequéncias
de alta qualidade para as areas amostradas.

Usando a classificacdo do RDP Il (Ribosomal Database Project), com um indice
de confianga de 95%, um total de 18 filos foi identificado para as areas de cerrado
nativo, pastagem em uso e pastagem com arboreas. Dez filos (AD3, Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacterioidetes, Chloroflexi,  Firmicutes, Planctomycetes e
Proteobacteria) foram considerados abundantes. Consideramos abundantes os filos com
frequéncia maior que 1% e oito filos foram considerados raros, com frequéncia menor
que 1% (Armatimonadetes, Chlamydiae, Elusimicrobia, Gemmatimonadetes, SPAM,
TM6, TM7 e WPS-2).

Analisamos os filos dominantes em todas as areas, onde o grupo de “bactérias
ndo classificadas” e o filo Acidobacteria apresentaram a maior abundéncia, nas trés
areas amostradas (Figura 40 A, B e C). Para os menos dominantes, 0s mais presentes
foram o0 TM7 e WPS-2 (Figura 41 A, B e C).

O grupo de “bactérias ndo classificadas” apresentou maior abundancia para as
areas de cerrado sentido restrito e pastagem em uso, apresentando valores variando
entre 19 e 31% e pastagem com arboreas na estacdo seca, com valores em 29%.

Entre os filos, o filo Acidobacteria foi dominante nas trés areas amostradas, nas
duas estagdes. Encontramos também sequéncias correspondentes a cinco grupos do filo
Acidobacteria (Acidobacteria-5, Chloroacidobacteria, Solibacteres, Sva0725, iiil-8) e
um grupo representativo (7,2%) néo classificado.

As areas estudadas apresentaram variagdes quanto a posicdo dos filos em relagdo
a abundancia, portanto serdo descritos conforme as areas amostradas: cerrado sentido
restrito, pastagem em uso e pastagem com arboreas. A ordenacdo dos filos segue a
abundancia apresentada para a area de cerrado sentido restrito.

A éarea de cerrado sentido restrito apresentou como segundo filo mais abundante,
o filo Verrumicrobia com variagdes entre 7 e 11%. A maior abundancia foi encontrada
na estacdo chuvosa. Sequéncias das classes de Spartobacteria e Verrumicrobiae também
foram observadas, além de uma classe Verrumicrobia “néo classificada”.

O filo Proteobacteria foi o terceiro filo mais abundante, com valores entre 8 e
10%. Foram  observadas sequéncias das classes  Alphaproteobacteria,
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Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Gammaproteobacteria, além de sequéncias de
Proteobacteria “néo classificadas”, nas estag0es chuvosa e seca.

O quarto filo com maior abundancia foi o AD3 com valores entre 10 e 16%.
Para este filo, a estagdo seca apresentou maior abundancia. As classes ABS-6 e JG37-
AG-4 também apresentaram sequéncias nas amostras analisadas.

Para a area de pastagem em uso, o segundo filo mais abundante foi o
Proteobacteria, apresentando valores entre 10 e 13%. Também foram observadas
sequéncias das classes Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria e
Gammaproteobacteria, além de sequéncias de Proteobacteria “ndo classificadas”, nas
duas estacGes amostradas.

O terceiro filo mais abundante foi o Firmicutes, apresentando maior abundancia
na estacdo chuvosa. O quarto filo mais abundante para a pastagem em uso foi o
Actinobacteria.

Na area de pastagem com arboreas, o segundo e o terceiro filos mais abundantes
seguiram a mesma distribuicdo que a pastagem em uso, com os filos Proteobacteria e
Firmicutes.

O quarto filo mais abundante foi Verrumicrobia, apresentando valores variando
entre 3,9 e 4,5% na area amostrada. Sequéncias das classes de Spartobacteria e
Verrumicrobiae também foram observadas, além de uma classe Verrumicrobia “nédo
classificada”.

Analisamos também a presenca filos menos dominantes (com frequéncia menor
que 1 %) em todas as areas (Figura 41). Dentre os filos considerados raros, 0s que
apresentaram maior porcentagem de distribuicdo foi o TM7 e o WSP-2. Os filos raros
encontrados estdo presentes em todas as areas amostradas, variando somente a
abundancia encontrada nas estagoes.

Comparando-se as frequéncias relativas dos filos bacterianos mais abundantes
das areas de cerrado sentido restrito, pastagem em uso e pastagem com arboreas através
do programa STAMP utilizando o teste ANOVA-Tukey-Kramer, os filos que
apresentaram diferencas significativas foram: Acidobacteria e Planctomycetes (Figura
42). Para os filos menos abundantes, somente o filos Armatimonadetes (Figura 43).

Quando comparamos as frequéncias relativas dos filos bacterianos mais
abundantes em relacdo as estacOes através do programa STAMP utilizando o teste
ANOVA -Tukey-Kramer, os filos que apresentaram diferencas significativas foram os
mesmos apresentados para as diferengas entre as areas (Figura 44). Para os filos menos
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abundantes, o resultado encontrado foi 0 mesmo que para os filos mais abundantes
(Figura 45).

As diferencas entre a composicao das comunidades bacterianas do solo das areas
amostradas (cerrado sentido restrito, pastagem em uso e pastagem com arboreas) foi
realizada através da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) no programa Unifrac.
Através destas analises podemos observar as separacGes entre as areas. Realizamos
analises com parametros weighted e unweighted, onde é avaliada a presenca-auséncia de
sequéncias, e onde € avaliada a abundancia relativa de cada grupo de sequéncias (Figura
46 A e B).

Com a analise PCoA weighted (Figura 46 A) os resultados mostram a separacao
bem definida das amostras de cerrado sentido restrito (estagcdo chuvosa e seca) das
demais amostras das areas de pastagem. A area de pastagem em uso, esta¢do chuvosa,
também se separou das demais amostras.

Para a andlise PCoA unweighted (Figura 46 B), as amostras referentes ao
cerrado sentido restrito estacbes chuvosa e seca continuam separadas das demais
amostras.

Em ambos os resultados de PCoA, as amostras JCC1 a 3 (estacdo chuvosa) e
JCS1 a 3 (estagdo seca) para a area de cerrado sentido restrito estdo separadas das outras
areas. Pastagem em uso, JPU1l a 3 (estacdo chuvosa) estdo proximas nas analises
unweighted e weighted (Figuras 46 A e B). As outras areas amostradas ndo estdo bem
separadas, mostrando que para estas ndo existe um fator Gnico de separagéo.
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Figura 40. Frequéncia dos filos dominantes (> 1%) de acordo com as analises de
pirosequenciamento na classificacdo do Ribosomal Database Project na area de cerrado
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amostradas nas esta¢des chuvosa (margo 2010) e seca (setembro 2010).
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¢ demonstrado em forma de linha. Legenda: JCC — cerrado chuva; JCS - cerrado seca;
JPUC- pastagem em uso chuva; JPUS — pastagem em uso seca; JPAC — pastagem com
arbdreas chuva; JPAS — pastagem com arbdreas seca. NUmeros 1 a 3 representam as
repeticOes das areas.
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Figura 43. Diferencgas significativas (p< 0,05) entre os filos bacterianos menos abundantes
das areas de cerrado sentido restrito, pastagem em uso e pastagem com arboreas, por meio
do programa STAMP utilizando o teste ANOVA Tukey-Kramer. O valor médio para cada
grupo é demonstrado em forma de linha. Legenda: JCC — cerrado chuva; JCS - cerrado
seca; JPUC- pastagem em uso chuva; JPUS — pastagem em uso seca; JPAC — pastagem com
arbéreas chuva; JPAS — pastagem com arboOreas seca. Numeros 1 a 3 representam as
repeticOes das areas.
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Figura 44. Diferencas significativas (p< 0,05) entre as estacdes chuvosa (azul) e seca
(marrom) dos filos bacterianos mais abundantes presentes no solo de cerrado sentido
restrito, pastagem em uso e pastagem com arboreas, por meio do programa STAMP
utilizando o teste ANOVA Tukey-Kramer. O valor médio para cada grupo é demonstrado
em forma de linha. Legenda: JCC — cerrado chuva; JCS - cerrado seca; JPUC- pastagem em
uso chuva; JPUS — pastagem em uso seca; JPAC — pastagem com arboreas chuva; JPAS -
pastagem com arbdreas seca. NUmeros 1 a 3 representam as repeticGes das areas.
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Figura 45. Diferencas significativas (p< 0,05) entre as estacdes chuvosa (azul) e seca
(marrom) dos filos bacterianos menos abundantes presentes no solo de cerrado sentido
restrito, pastagem em uso e pastagem com arboreas, por meio do programa STAMP
utilizando o teste ANOVA Tukey-Kramer. O valor médio para cada grupo é demonstrado
em forma de linha. Legenda: JCC — cerrado chuva; JCS - cerrado seca; JPUC- pastagem em
uso chuva; JPUS — pastagem em uso seca; JPAC — pastagem com arboreas chuva; JPAS -
pastagem com arbdreas seca. NUmeros 1 a 3 representam as repeticdes das areas.
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Figura 46. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) weighted (A) e unweighted (B) das
sequéncias 16S rDNA do solo de areas de cerrado sentido restrito, pastagem em uso e
pastagem com arbdreas obtidas por pirosequenciamento e analisadas através do programa
Unifrac. (JCC 1 a 3:cerrado sentido restrito chuva; JCS 1 a 3: cerrado sentido restrito seca;
JPUC 1 a 3: pastagem em uso chuva; JPUS 1 a 3: pastagem em uso seca; JPAC 1 a 3:
pastagem com arbdreas chuva; JPAS 1 a 3: pastagem com arboreas seca).
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4. Discussao

O contetido gravimétrico nas areas analisadas diferiu significativamente, onde a
area de cerrado sentido restrito apresentou os menores valores nas duas estagdes. Tal
variacdo pode estar ligada ao fato de que as areas de pastagem tanto em uso, quanto
com plantio de arboreas, tem graminea como cobertura vegetal evitando perda de agua.

A adicdo de nutrientes na pastagem em uso e na pastagem com plantio de
arboreas induziram as alteracbes nas caracteristicas quimicas das areas, incluindo
alteracdes no pH e na disponibilidade de elementos. Os valores de pH variaram entre as
areas, onde a area de cerrado apresentou menores valores por nao ter recebido correcao
de calcario, como nas &reas de pastagem.

A area de pastagem com arbOreas apresentou 0s maiores valores para a
concentrgdo de P disponivel. Esses valores podem ser resultado do acréscimo de
nutrientes para o plantio das espécies arbdreas. Como as amostras foram coletadas
proximas as covas (40 cm) podem ter influenciado nos valores mais altos. Fosforo €
nutriente essencial para a comunidade microbiana. Variagdes em sua concentragcdo
podem induzir a alteragfes na comunidade de microrganismos. Os sistemas naturais,
como florestas e campos nativos, conseguem auto-sustentar-se sem adicdo de
fertilizantes fosfatados, mesmo em solos com baixa disponibilidade de fésforo (P).
Nesses sistemas, o P disponivel é controlado pela ciclagem de P orgénico (Po), tendo
como componente essencial a biomassa microbiana (GUGGENBERGER et al., 1996).

Os valores Ca disponivel também foram maiores para as pastagens. A area de
cerrado apresentou os menores valores para os nutrientes analisados, com exce¢do ao Al
disponivel, que foi mais alto. O valor encontrado é uma caracteristica dos solos de
Cerrado ndo detectada nas outras &rea em fungdo da calagem recebida.

Tais alteracBes levaram a separacdo das areas de cerrado sentido restrito das
areas de pastagem em uso e pastagem com arbdreas. A separacdo ocorreu tanto para a
estacdo chuvosa quanto para a estacdo seca, observadas atraveés da analise de
componentes principais. Os fatores de diferenciacdo foram o elemento aluminio e a
umidade do solo das amostras. A separacdo para as areas de pastagem ocorreu somente
na estacdo chuvosa, pois na estacdo seca, as pastagens em uso e com arboreas se
agruparam.

Nos solos das &reas analisadas, encontramos membros dos principais filos

bacterianos (filos Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes). Esses
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quatro filos, de acordo com Bachar et al.(2010) estdo presentes nos solos dos maiores
biomas da Terra. A riqueza de filos de bactérias foi semelhante entre os solos dos
tratamentos analisados, com variacbes somente na abundéncia. Foi observada uma
variagdo entre as areas e estaces, com agrupamento diferenciado entre elas (Figura 40
A e B). A variagdo da diversidade microbiana ao longo das esta¢des do ano ainda néo é
bem compreendida, j& que em cada estacdo parece ocorrer uma comunidade microbiana
dominante acompanhada de outras pouco abundantes que, muitas vezes, estdo abaixo do
nivel de deteccio dos métodos de avaliagdo (TORSVIK & @VREAS, 2002). Tais
variagOes estdo diretamente ligadas ao regime hidrico, a estrutura e ao manejo do solo, e
ao teor e a qualidade dos residuos vegetais aportados (TIEDJE et al., 2001). Solos com
teor elevado de matéria orgénica tendem a manter a populagdo microbiana mais estavel
ao longo do ano, provavelmente, pela heterogeneidade das fontes de carbono (DE FEDE
et al., 2001).

O grupo de bactérias ndo classificadas apresentou maior abundéancia na area de
cerrado sentido restrito em relacdo aos outros filos identificados para a area.

Em todos os tratamentos o filo Acidobacteria foi 0 mais abundante nas trés
areas, com valores variando entre 20 e 40% das sequéncias de bactérias analisadas. As
areas de pastagem apresentaram 0s maiores valores, proximos a 40%. A area de
pastagem com arbdreas apresentou os valores mais altos na estagdo chuvosa.

O filo Acidobacteria é agora reconhecido oficialmente pelo manual de
Bacteriologia Sistemética (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) (GARRITY et
al., 2004) e inclui trés géneros com representantes cultivaveis: Acidobacterium
(Aerdbico), Geothrix e Holophaga (Anaerdbicos restritos). Estes géneros sao
abundantes em lagos de agua doce, pantanos, solo e intestinos humanos. Os membros
do filo Acidobacteria estdo entre os mais abundantes do solo. Estudos mostram que mais
de 30% do total de sequéncias obtidas em bibliotecas de clones de 16S rDNA de solos
pertencem ao filo Acidobacteria (QUAISER et al., 2003; YOUSSEF & ELSHAHED,
2009). Trabalhando com comunidades microbianas do solo de Mata Atlantica por meio da
construcdo de bibliotecas de clones de 16S rDNA e sequenciadas pelo método de Sanger,
Bruce et al. (2010) também foi encontrado o filo Acidobacteria como o mais abundante.

A amplitude de divergéncia entre as sequéncias do gene 16S rDNA gene no filo
Acidobacteria é similar a encontrada no filo Proteobacteria, sugerindo com isto, uma grande
diversidade metabolica. Entretanto, o potencial metabdlico de Acidobacteria é pouco

descrito e sua abundancia sugere um maior impacto na ciclagem de nutrientes em solos
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(HUGENHOLTZ et al., 1998). Estudos tém sido realizados com o objetivo de verificar a
capacidade do filo em utilizar diversas fontes de carbono, como polimeros de plantas, pois
este esta presente em solos com diferentes quantidades de carbono (EICHORST et al., 2011).

Em 1997, Hedlund e colaboradores, propuseram o filo Verrucomicrobia que
possui representantes amplamente distribuidos na natureza, principalmente no solo.
Vaérios trabalhos relatam a presenca deste filo em solos de floresta, cultivados e solos
aridos, em diferentes lugares do mundo (HEDLUND 1997; DUNBAR 1999).
Lindstrom et al. (2004) investigaram os fatores que afetam a composicdo de
bacterioplancton em diferentes profundidades, em um lago na Suécia com diferentes
tratamentos de fosforo (P), e concluiram a alta disponibilidade desse composto
favoreceu a populacdo deste grupo. No entanto, neste trabalho foi observado que a
quantidade de fosforo disponivel nas pastagens foi significativamente maior que na area
de cerrado, local que apresentou maior abundancia do filo. Talvez seja possivel inferir
que a existéncia do filo possa ser favorecida pela temperatura do solo (SAIT et al.,
2006). A area de cerrado sentido restrito esta sempre protegida pela vegetacéo
mantendo assim uma temperatura mais estavel em relacdo aos solos de pastagem, que
possuem maior &rea sem densa cobertura de vegetacao.

Entre os fatores responsaveis por condi¢fes mais favoraveis ao desenvolvimento
microbiano, nas areas sob vegetacdo natural, merecem destaque a auséncia de preparo
do solo (resultando em maior presenga de raizes, as quais aumentam a entrada de
substratos carbonados no sistema, via exudatos radiculares), a maior diversidade
floristica (MENDES et al.,, 2002), quantidade e qualidade dos residuos vegetais
retornados ao solo proporcionando a ocorréncia de menor variacdo e de niveis mais
adequados de temperatura e umidade (OLIVEIRA et al., 2001).

O filo Proteobacteria apresenta grande diversidade de morfologia celular e
fisiologia. As estratégias para obtencdo de energia sdo vérias, incluindo organismos com
metabolismos quimiolitotréfico, quimiorganotréfico e fototrofico, além de outras vias
metabdlicas especializadas em organismos adaptados a nichos diversos (CANHOS et
al., 1997). E um filo de grande importancia para os ciclos do carbono, nitrogénio e
enxofre. Apesar de o filo conter o maior nimero de isolados descritos do que outros
filos, a maior parte ainda néo foi cultivada (KERSTERS et al., 2006).

Os filos Acidobacteria e Proteobacteria foram dominantes neste trabalho, com
alta porcentagem de abundancia nas areas de pastagem em uso e pastagem com
arbdreas. Smit et al.(2001) foram os primeiros a reconhecer a importancia destes dois
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filos e levantar a hipotese de que a razdo Proteobacteria/Acidobacteria aumenta quando
a disponibilidade de nutrientes também aumenta em solos agricolas.

Em trabalho com o objetivo de verificar os efeitos da rotacéo de culturas e do
plantio direto em comunidades bacterianas de solo, Yin et al. (2010) observaram que o
filo Proteobacteria foi mais estavel em abundancia com as modificacdes ocorridas no
solo do que o filo Acidobacteria. No presente estudo, ao contrario, verificamos uma
diminuicdo do filo Proteobacteria na pastagem com arboreas em relagdo a pastagem em
uso. A pastagem com arbdreas recebeu acréscimo de nutrientes e revolvimento do solo
para abertura das covas. O filo Acidobacteria, entretanto, aumentou na pastagem com
arboreas.

Um dado marcante encontrado neste trabalho € a grande abundancia encontrada
para o filo AD3 na area de cerrado sentido restrito. Este filo € identificado em
propor¢des baixas, em torno de 2%, e normalmente encontradas em solo rizosférico,
solos de tundra, solos com alto teor de umidade e solos de minas. Aparentemente, o pH
baixo de solo ou a alta concentracdo de metais em solos de minas parecem ser
responsaveis pela alta abundancia deste filo (HUR et al.,2011). Quando comparamos as
areas de cerrado sentido restrito e as areas de pastagem, em uso e com arboreas, tanto 0s
valores de pH quanto de Al disponivel no solo sdo maiores para a area de cerrado. Estes
podem ser fatores de diferenciagdo entre as areas. Isto pode ser observado na anélise de
componentes principais (PCA — Figura 40 A e B), onde as &reas de cerrado sentido
restrito se separaram das outras areas, tanto na estacdo chuvosa quanto na seca, e entre
os fatores de diferenciagdo estavam o Al disponivel e o filo AD3.

Com relagdo aos filos menos abundantes, observou-se um aumento da
abundancia dos filos TM7, Armatimonadetes e TM6 nas areas de pastagem em uso e
com arboreas em relacdo ao cerrado sentido restrito. A area de cerrado sentido restrito
apresentou 1% de suas sequéncias referentes ao filo WPS-2 na estagdo seca. O filo
WPS-2 raramente é detectado em solos, entretanto ja foi identificado em solo préximos
as rachaduras onde ocorre liberacdo de gases pelo vulcdo Socompa, em Puna de
Atacama, nos Andes (COSTELLO et al., 2009). Entre os filos menos abundantes
encontra-se o filo SPAM, em maior abundancia nas areas de pastagem. Este filo foi
encontrado em solos proximos as geleiras Pindari (Himalaia) e apresentou habilidades
de crescimento em baixas temperaturas (psychrophiles) e temperatura ideal em 15° C
(SHIVAII et al., 2011). Mais estudos serdo necessarios para que se possa relacionar sua
presenca nos solos estudados.
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D Riviere et al (2009) em trabalho realizado com microrganismos envolvidos na
digestéo de sedimentos observaram a presenca dos filos TM6, TM7 e WPS-2 em menor
abundancia. A presenca de animais nas areas de pastagem e cobertura vegetal
diferenciada poderia estar relacionada a estas diferengas. Sobre os filos TM6 e TM7
quase ndo existem informacgdes, tendo sido encontrados em esponjas no mar
Mediterraneo (SCHMITT et al., 2012).

O filo Aramatimonadetes ainda esta sendo identificado, mas ja foi isolado
através de métodos independentes de cultivo de varios ambientes, como areas de
tratamento de aguas residuais (aerObicos e anaerdbicos), ambientes hipersalinos, em
aguas quentes e solo rizosférico (PORTILLO & GONZALEZ, 2009; LEE et al., 2011;
TAMAKI et al., 2011). Caracteristicas fenotipicas comuns de trés estirpes cultivadas
sdo Gram-negativas, aerdbicas, imoveis, produzem pigmento rosado, e capacidade para
degradar polissacarideos (TAMAKI et al., 2011). Apesar de ter sido encontrado em
menor abundancia nas areas estudadas, ndo existe relato deste filo em solos de cerrado.

O filo WPS -2 foi encontrado nos solos de cerrado sentido restrito e na pastagem
em uso. Na area de pastagem em uso este foi considerado menos abundante. Este filo
ainda esta sendo estudado, portanto ndo se pode inferir ainda nenhuma atividade ou
fungdo. Trabalhos relatam a presenca deste filo em solos poluidos (NOGALES et al.,
2001) e em sedimentos em profundidade (LIN et al., 2012).
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5. Conclusdes

Através dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

Existem diferencas na comunidade bacteriana do solo das areas amostradas em
fungdo a conversdo do uso do solo para cultivo de pastagens e também com o plantio de
espécies arbOreas na pastagem. A area de cerrado nativo apresentou um padréo diverso
de distribuicéo dos filos.

Através das analises de nutrientes do solo foi possivel verificar diferencas entre
as areas, onde as areas de pastagem apresentaram maior concentracdo de nutrientes em
relagdo a area de cerrado sentido restrito. Tais diferencas podem estar relacionadas a
diferenciacdo das comunidades bacterianas. A partir das analises de pirosequenciamento
dos fragmentos de 16S rDNA das amostras de DNA do solo com o objetivo de
caracterizar a comunidade bacteriana foi possivel observar a dominancia do filo.
Acidobacteria, Verrumicrobia, Proteobacteria e AD3. Nas areas de pastagem em uso e
pastagem com plantio de arbdreas, o filo Acidobacteria foi seguido pelos filos
Firmicutes, Planctomycetes e Proteobacteria. O filo AD3 foi somente detectado na area
de cerrado sentido restrito.

Quando analisamos a interacdo entre as areas e o efeito da sazonalidade da
precipitacdo podemos observar que este foi um fator marcante na diferenciagéo da
estrutura das comunidades bacterianas. O aumento do teor de umidade no solo
favoreceu os filos Acidobacteria e Planctomycetes nas areas de cerrado sentido restrito e
pastagem em uso. Na area de pastagem com plantio de espécies arbéreas houve, com a
reducéo do teor de umidade no solo, o favorecimento do filo Planctomycetes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram a grande diversidade da
comunidade bacteriana encontrada em solos de Cerrado. As varia¢Ges encontradas estéo
relacionadas as mudancas de uso da terra. O acréscimo de nutrientes ao solo para
cultivo, a entrada de espécies invasoras e a retirada da vegetacdo nativa para o
estabelecimento de pastagens foram os agentes destas mudancas.

Quando comparamos as duas areas de cerrado sentido restrito (Reserva
Ecoldgica do IBGE e Paracatu) podemos verificar diferengas entre a abundancia dos
filos encontrados e a presenca ou auséncia de filos. A area de cerrado de Paracatu possui
o filo SPAM, nédo detectado nos solos de cerrado sentido restrito da Reserva Ecoldgica
do IBGE.

Através das analises dos resultados verificou-se o efeito da graminea invasora
Melinis minutiflora sobre a comunidade bacteriana do solo, mostrando mais um impacto
da espécie sob o ambiente. As variacdes foram observadas nas duas esta¢des estudadas,
seca e chuvosa, bem como no experimento em vasos.

Importante ressaltar que o grupo de bactérias ndo classificadas foi representativo
nas andlises realizadas para as duas areas amostradas. Tal resultado aponta a
necessidade de mais estudos para a identificacdo de grupos taxondmicos desconhecidos
na comunidade microbiana do solo.

Apesar de serem necessarios mais estudos para o conhecimento da diversidade
microbiana do solo, os dados aqui apresentados mostram os efeitos causados pelas
mudancas do uso da terra no Cerrado e podem ser usados como ferramentas para o

estabelecimento de praticas de manejo do solo e recuperacdo de &reas degradadas.
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