Universidade de S&o Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Influéncia da profundidade do solo e do manejo de Eucalyptus
grandis e Acacia mangium na estrutura das comunidades
microbianas do solo

Arthur Prudéncio de Araujo Pereira

Dissertacdo apresentada para obtencéo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentragdo: Solos e
Nutricdo de Plantas

Piracicaba
2014



Arthur Prudéncio de Araujo Pereira
Engenheiro Agronomo

Influéncia da profundidade do solo e do manejo de Eucalyptus
grandis e Acacia mangium na estrutura das comunidades microbianas do solo

Orientadora:
Profa. Dra. ELKE JURANDY BRAN NOGUEIRA CARDOSO

Dissertacdo apresentada para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias. Area de concentracdo: Solos e Nutricdo de
Plantas

Piracicaba
2014



Dados Internacionais de Cataloga¢ao na Publicacao
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Pereira, Arthur Prudéncio de Araujo

Influéncia da profundidade do solo e do manejo de Eucalyptus grandis e Acacia
mangium na estrutura das comunidades microbianas do solo / Arthur Prudéncio de
Araujo Pereira. - - Piracicaba, 2014.

102 p. : il.

Dissertacdo (Mestrado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2014.
1. Ecologia microbiana 2. Consoércio 3. DGGE 4. gPCR 5. Leguminosas |. Titulo

CDD 634.9734
P436i

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



Aos meus avés paternos (Julia & Severino) e maternos (Maria Eunice & Otavio),
pelo exemplo de humildade, luta, amor e por terem me concedido

Pais maravilhosos.

Vocés sempre serdo referéncia e motivo de orgulho para mim.

Minha eterna gratidao!

Dedico






AGRADECIMENTOS

A Deus, meu grande orientador, por tornar realidade os planos do meu coracao;

Aos meus pais, Francisco de Assis e Claudineide Prudéncio, pela educacao, pelo
amor e pelo total apoio em todas as minhas decisdes. Vocés séo pessoas valiosas
para mim. Obrigado;

A Elvis Prudéncio, verdadeiro irmdo e amigo, por todo incentivo durante essa
jornada;

A Profa. Dra. Elke Jurandy Bran Nogueira Cardoso, pela confianca em mim
depositada, pela amizade construida e, sobretudo, pela orientacdo e pelos valiosos
conselhos e discussdes que me fizeram crescer cientificamente, engrandecendo
também este trabalho. Muito obrigado;

A Profa. Dra. Jalia Sobral, pelo grande apoio pessoal e cientifico durante o meu
periodo de graduacdo. Nunca irei esquecer. Muito obrigado;

Aos Professores Dr. Fernando Andreote e Dr. Daniel Bini, sempre solicitos para
discutir novas ideias e novos caminhos que aprimoraram este trabalho;

Ao Prof. Dr. José Leonardo, aos pesquisadores do CIRAD-Franca, Dr. Jean-Pierre,
Dr. Jean Paul, Dra. Agnes Robin e ao George Lambais, pela ajuda e parceria na
realizacdo deste trabalho;

A minha namorada, Mirella Aradjo, sempre companheira, paciente e amiga;

A toda minha familia, em especial aos meus tios(as) Andréia, Maria da Gloria,
Orlando, Agricio e Otavio. A meus primos(as) Guilherme, Maria Luiza, Elisangela,
Julia, Ivan, Rubia, Bruno e Victor. Aos meus sogros Emidio e Mine Araljo e a José
Gomes e Diléia, por todo apoio prestado em todos 0s momentos;

Ao CNPq, pelo auxilio financeiro a pesquisa (proc. n°® 476122/2013-9) e a FAPESP,
pela bolsa de mestrado concedida (proc. n°® 2013/12279-0);

Ao DVATCOM, em especial as assistentes sociais Solange, Aurea e Eliana, pela
moradia na Vila Estudantil da Pds-Graduacdo da ESALQ/USP e aos amigos
moradores da Vila: Timo6teo, Bruno, Adijailton, Matheus Rovere, Mateus Tonelli,
Nardélio, Diney, Marcos, Fabricio, Natélia, Sales e Sibelle;

A Estacdo Experimental de Ciéncias Florestais de Itatinga-SP, em especial a
equipe “Floragro Apoio”, pela ajuda na abertura das trincheiras e nos exaustivos
dias de coleta de solo e raizes finas;

Ao meu amigo Pedro Andrade, por nunca hesitar em me fornecer ajuda, seja ela
dentro ou fora do Laboratério. Seu apoio foi indispensavel! Meu muito obrigado;

A Luana Lira, pela amizade e receptividade nos meus primeiros dias em Piracicaba;

A Maiele Santana, pelo exemplo de dedicacio e por toda ajuda prestada ao meu
experimento. Muito obrigado;



A Joice Bonfim, pela amizade formada e por todo apoio fornecido durante anélises
com as micorrizas arbusculares;

Aos técnicos do Laboratério de Microbiologia da ESALQ/USP, Denise Mescolotti e
Fernando Baldesin, pela amizade e por todo auxilio fornecido a este trabalho. Com
vocés foi possivel ir muito mais longe. Muito obrigado;

Agradeco a todos meus colegas de Laboratério (Sénia, Maiele, Lucas, Thiago,
Cristiane, German, Paulo, Lara, Tamara, Mylenne, Joice, Dorotéia, Fabio, Armando,
Simone, Maryiemy, Pedro, Adriano, Jose Carlos, Polé, Luana, Laura, Nicolle,
Danielle, Diogo e, em especial, ao Ademir, pela ajuda nas andlises de gPCR);

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” e ao curso de Pos-
Graduacdo em “Solos e Nutricao de Plantas”, pela estrutura e oportunidade de
desenvolvimento deste trabalho;

A todos aqueles que, de uma forma ou de outra, prestaram incentivo e apoio no
desenvolvimento desta pesquisa.

OBRIGADO!



“Seja vocé quem for, seja qual for a posigao social que vocé tenha na vida, do nivel
altissimo ao mais baixo, tenha sempre como meta muita for¢a, muita determinacgéo e
sempre faca tudo com muito amor e com muita fé em Deus.

Um dia vocé chega la... De alguma maneira vocé chega 1a”.

Ayrton Senna

“...nunca deixe alguém dizer que vocé nao pode fazer algo.
Se vocé tem um sonho, deve protegé-lo.

Quando as pessoas nao podem fazer algo por si mesmas,
elas dirdo que vocé também néo é capaz.

Vocé quer alguma coisa? Va buscéa-la! Ponto final”

Will Smith - A procura da felicidade, filme.






SUMARIO

1 11V PN 11
N X I ¥ O N 13
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ...ttt 15
N RR 0] 51U 07X 0 T 17
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 19
2.1 Plantios puros e mistos de Eucalyptus grandis e Acacia Mangium..................... 19
2.2 Comunidades microbianas do SOI0 .........coooeeeiiiiiiiii 21
2.2.1 A comunidade de fUNQOS........cooiiiiiiicce e 21
2.2. 1.1 ASPECIOS GEIAUS ....cceeeeeeeeeee e 21
2.2.1.2 Fungos formadores de micorrizas arbusculares (FMA) e de ectomicorrizas

(SO PRSP PPPRRPR 22
2.2.2 A comunidade de DacCterias...........ceeeeeiieeeie i 25
2.2.3 Avaliagdo das comunidades microbianas do Sol0 ..., 25
2.2.3.1 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)...................oooo.. 26
2.2.3.2 Real-time PCR (QPCR)....coi oo 27
S OBUIETIVOS ...ttt e et e e e e e e e s e e e e e e e e e e e aeaaeas 29
3.1 ODBJELIVO QEIAI ...uuiieieeeeeeeee et 29
3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ....vviiiiiieeeiiiiiteeei ettt e e e 29
4 JUSTIFICATIVA E HIPOTESES .. .ot 31
5 MATERIAL E METODOS ... .ccviiiiiieciecteeteee et ete ettt ettt 33
5.1 Sitio experimental e coleta das amoStras.............ouveeiiiieeeeiieeeiciice e, 33
5.1.2 Delineamento experimental............coooo oo 34
5.1.3 Abertura das trincheiras e obteng&o das amostras ...........ccceeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
5.2 Analises MICrobiOlOQICAS .......coieeeeiiieeeicc et 35
5.2.1 Extracdo do DNA presente nas amostras do SOI0..........coovvvvvviiiiiineiieieeeiiiinnnn, 35
5.2.2 Estrutura das comunidades microbianas por PCR-DGGE ................ccoeeeeeee. 36
5.2.2.1 Amplificacao da regido 16S rRNA de bactérias presentes no solo ............... 36
5.2.2.2 Amplificacao da regido 18S rRNA de fungos totais do Solo .............cccevveeenn. 36
5.2.2.3 Amplificacao da regido 18S rRNA de FMA presentes no solo ..................... 37
5.2.2.4 Aplicacdo da técnica de DGGE ..o 37
5.2.2.5 Andlise de PCR em tempo real (QPCR) da regido ITS e 16SrRNA.............. 38

5.2.2.6 Extracdo de esporos de FMA ... 38



10

5.2.2.7 Avaliacdo da colonizagéo radicular por FMA € ECM ...........uvviiiiiiiiiiiiiininnnnns 39
RGN g P 1 [Y T C Ty r= 1] 1T oF= 40
B RESULTADOS ....ooiiiiiiieiiiitiite ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e e assnb e e e e e e e e e e ennnnnseees 43
6.1 Atributos fisicos € qUIMICOS O SOIO .......cccvvviiiiiiiiiie e 43
6.2 Comunidades microbianas N0 SOI0..........cooiiiiiiiiiiii e 43
6.2.1 A comunidade de DacCterias ...........ccevvvviiiiiiiiiiiiiieeee 43
6.2.1.1 Influéncia da profundidade do solo na estrutura da comunidade.................. 43
6.2.1.2 Influéncia dos sistemas de plantios na estrutura da comunidade ................ 46
6.2.1.3 Correlacéo do perfil da comunidade com dados ambientais ........................ 47
6.2.1.4 Abundancia do gene 16S por gPCR ..........uiiiiiii i 50
6.2.2 A comunidade fingica total.............ccooeeiiiiiiiiiiiii e 50
6.2.2.1 Influéncia da profundidade do solo na estrutura da comunidade ................. 50
6.2.2.2 Influéncia dos sistemas de plantios na estrutura da comunidade ................ 53
6.2.2.3 Correlacéo do perfil da comunidade com dados ambientais ....................... 54
6.2.2.4 Abundéancia do gene ITS Por gPCR.........covviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 57
6.2.3 A comunidade de fungos formadores de micorrizas arbusculares ................. 58
6.2.3.1 Influéncia da profundidade do solo na estrutura da comunidade.................. 58
6.2.3.2 Influéncia dos sistemas de plantios na estrutura da comunidade ................ 60
6.2.3.3 Correlacéo do perfil da comunidade com dados ambientais ........................ 61
6.2.3.4 Percentual de colonizacao radicular por FMA € ECM........cooooviiiiiiiiiieneeeeen. 64
6.2.3.6 Abundancia de esporos e identificacdo morfologica de FMA ....................... 65
7 DISCUSSAOD . ...ttt ettt es et es e nns 69
7.1 Atributos fisicos € qUIMICOS A0 SOIO........uiiiiiiieiiiiieee e 69

7.2 Influéncia da profundidade do solo na estrutura das comunidades microbianas.69
7.3 Influéncia dos sistemas de plantios (E. grandis x A. mangium) na estrutura das

comunidades microbianas do SO0 ............uuuiiiiieeeiiiiiiee e e 70
7.4 Correlacdo dos atributos fisicos e quimicos do solo com os perfis das

comunidades microbianas do SOI0 ..........cooiiiiiiiiiiiii e 72
7.5 Andlise de PCR em tempo real (QPCR).......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 73
8 CONCLUSAD ......ooviiiiicieiee ettt 77
REFERENCIAS ..ottt sttt sttt sttt ese e s e s e 79
APENDICES ..ottt ettt ettt ne et e e e n s 95

ANEXOS 99



11

RESUMO

Influéncia da profundidade do solo e do manejo de Eucalyptus
grandis e Acacia mangium na estrutura das comunidades microbianas do solo

Pesquisas atuais demonstram respostas positivas em plantios de Eucalipto
consorciados com Acacia mangium. O objetivo principal desse trabalho foi avaliar a
influéncia dos sistemas puros e mistos de Eucalyptus grandis e A. mangium na
estrutura das comunidades de bactérias e fungos do solo. Avaliou-se a estrutura
dessas comunidades num gradiente de profundidade do solo. Foram abertas
trincheiras profundas em plantios puros de Acacia (100A), Eucalipto (100E) e em
sistemas mistos entre as duas espécies (A+E). No plantio misto fizeram-se coletas
de solo e raizes na base da Acacia A(A+E) e na base do Eucalipto E(E+A). Cerca de
10 camadas do solo foram avaliadas ao longo do perfil das trincheiras, sendo
coletados pontos de 0 a 800 cm, com 4 repeticbes cada. As comunidades
microbianas foram monitoradas por PCR-DGGE, onde foi observado um forte efeito
da profundidade do solo nas comunidades microbianas. Agrupamentos especificos
foram formados em cada profundidade amostrada. Plantios puros de Eucalipto
selecionaram grupos de bactérias diferentes dos que foram encontrados em 100A,
A(A+E) e E(E+A). A comunidade de fungos totais ndo sofreu diferenciagdo de
grupos nos plantios estudados, ao passo que os perfis de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) do solo no tratamento A(A+E), foram significativamente
diferentes dos grupos encontrados nos demais tratamentos. Numa analise de
correlacdo, realizada por RDA, ficou indicado que a comunidade de FMA do
tratamento A(A+E) correlacionou-se positivamente com os valores de P no solo.
Outra variavel quantificada foi a abundancia de bactérias e fungos, indicadas pelo
namero de copias do gene ribossomal 16S DNAr e ITS, respectivamente. Quando
comparadas as camadas superficiais do solo (0-20 cm), néo foi possivel encontrar
diferencas na abundancia de cépias dos genes 16S e ITS em todos os tratamentos.
Ocorreu uma queda exponencial no numero de copias desses genes com 0 aumento
da profundidade do solo. Porém, o tratamento 100E apresentou maior niumero de
copias em profundidade (de 300-800 cm) dos genes 16S e ITS do que qualquer
outro tratamento. Em relacdo a presenca especifica de FMA, houve baixa
colonizagéo e baixa abundancia de esporos de FMA em todos os tratamentos,
sendo o tratamento 100E mais colonizado que os demais. Ao todo foram
encontradas 16 espécies de FMA, sendo a maior parte pertencente ao género
Acaulospora. Ao contrario dos FMA, os plantios apresentaram colonizacéo radicular
pronunciada por ECM. Conclui-se que nestes sistemas florestais uma espécie de
planta parece ser mais importante que a outra na estruturacdo da comunidade
microbiana e que alguns fatores do solo podem ser preponderantes nessa
separacdo. O conhecimento dessas comunidades € de suma importancia em
plantios florestais, principalmente por estarem envolvidos diretamente nos ciclos
biogeoquimicos e, sobretudo, por se tratar de uma forma de plantio florestal nova,
promissora e que aborda parametros de sustentabilidade.

Palavras-chave: Ecologia microbiana; Consércio; DGGE; qPCR; Leguminosas
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ABSTRACT

Soil depth and crop management of Eucalyptus grandis and Acacia mangium
plantations influence the structure of soil microbial communities

Recently discoveries have shown positive responses in Eucalyptus plantations
intercropped with Acacia mangium. The aim of this study was to evaluate the
influence of pure and mixed systems (Eucalyptus grandis and A. mangium) on the
microbial communities’ structure in soil. We evaluated the structure of these
communities in a gradient of soil depth. In this context, deep trenches were digged in
pure stands of Acacia (100A), Eucalyptus (100E) and mixed systems (A+E). In mixed
forest plantations, soil and roots were sampled at the base of Acacia (A+E) and the
base of Eucalyptus (E+A). Soil over 10 layers along the profile from 0 to 800cm were
sampled, with 4 replicates each. The microbial communities were monitored by PCR-
DGGE, where we observed a strong effect of soil depth on microbial communities. As
a result, specific clusters were formed in each soil layer. The community composition
of Eucalyptus grandis stands was different from the community structure found in the
100A, A (A+E) and E (E+A) systems. The total fungal community did not show any
group differentiation due to the plantation system, while the profiles of mycorrhizal
fungi (AMF) of these three groups were significantly different from that of the
treatment A (A+E). A correlation analysis performed by RDA indicated that the FMA
community of the treatment (A+E) was correlated positively with P values in the soil.
Another variable guantified was the community of bacteria and fungi, indicated by the
number of copies of ribosomal 16S rDNA and ITS, respectively. Comparing the upper
soil layers (0-20 cm), we couldn’t find differences in the abundance of copies of 16S
rRNA and ITS region genes in all treatments, but we observed an exponential
decrease in 16S rRNA copy numbers with increasing soil depth. Regarding the
presence of AMF, we found low root colonization and low abundance of AMF spores
in all treatments, although 100E presented higher colonization rates than the others.
Altogether, 16 AMF species were found, most of them belonging to the genus
Acaulospora. We conclude that these forest systems a plant species seems to be
more important than the other in the structuring of the microbial community and that
some soil factors may be preponderant in this separation. The processes involving
the dynamics of the microbial community structure is a crucial point in understanding
the development of forest plantations, mainly by involving the biogeochemical cycles,
when seeking for new promising approaches and sustainability parameters.

Keywords: Microbial ecology; Consortium; DGGE; gPCR; Legumes
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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Associacado Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas
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K* Potéassio

kg quilogramas

M molar

m Saturacao por aluminio

M.O.S Matéria organica no solo

mg miligrama

Mg?* Magnésio

min minuto

mL mililitros

mM Milimolar

N Nitrogénio

N2 Nitrogénio atmosférico

NaOH Hidroxido de sodio

NH4* Amonia

NO3z Nitrato

°C Grau Celsius
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pb pares de bases

PCoA Andlise de coordenadas principais
PCR Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase
pH Potencial hidrogenidnico

gPCR Real time-PCR (PCR em Tempo Real)
RDA Andlise de redundancia

RNA Acido ribonucleico

S segundo

SB Soma de bases trocaveis

Tix Tratamentos

TAE Tris acetato

uv ultravioleta

V% Percentual de bases saturando a CTC

AA Valor de Lambda (Percentual de explicacao)
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1 INTRODUCAO

Dentre as opg¢bes para diversificagdo da matriz energética brasileira, os
recursos madeireiros sdo apontados como uma opcao atraente. A crescente
utilizacdo de recursos para este fim ocorre em diversas partes do mundo,
principalmente no Brasil. O Pais ocupa lugar de grande destaque no plantio de
Eucalyptus, sendo considerado o maior produtor mundial do género. A intensificacédo
nos estudos com essa cultura se da pelas caracteristicas agrondmico-florestais,
como crescimento acelerado, boa adaptacdo em solos de baixa fertilidade e regides
de pouca pluviosidade, além de se tratar de uma espécie geneticamente melhorada.

Entretanto, plantios sucessivos e monoespecificos de Eucalipto tendem a
exaurir algumas formas de nutrientes minerais do solo ao longo do tempo, como o
nitrogénio e fosforo, por exemplo, sendo estes insumos bastante onerosos para a
silvicultura brasileira. Na intencdo de minimizar a problematica citada, algumas
pesquisas tém buscado praticas sustentdveis que contribuam para uma maior
manutencdo de nutrientes disponiveis no solo. Uma alternativa promissora esté
sendo a implantacdo de plantios mistos entre Eucalipto e plantas da familia
Fabaceae, especialmente as do género Acacia.

As espécies inseridas no género citado, como Acacia mangium, por exemplo,
possuem capacidade de formar associacdo simbidtica com bactérias fixadoras de N2
atmosférico e fungos micorrizicos, caracteristicas que auxiliam a ciclagem
biogeoquimica no agroecossistema. Estudos que avaliam alteracdes ocorridas na
estrutura da comunidade de bactérias e fungos do solo em plantios mistos entre E.
grandis e A. mangium ainda s&o incipientes, assim como o conhecimento do
comportamento dessas comunidades ao longo do perfil do solo.

Diante disso, torna-se necessario recorrer a abordagens que busquem essas
informagdes, de modo que as mesmas nos permitam opinar, do ponto de vista
microbioldgico, sobre a viabilidade de plantios mistos entre essas espécies, expondo
beneficios ou possiveis entraves dessa pratica agricola adotada em plantios

florestais de Eucalipto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantios puros e mistos de Eucalyptus grandis e Acacia mangium

7

Eucalyptus é considerado um dos géneros florestais mais utilizados em
plantacdes comerciais no mundo (JAMES; DEL LUNGO, 2005). A area mundial com
plantios do género esta estimada em 20 milhdes de hectares (GIT, 2009). Nesse
cenario, o Brasil ocupa posi¢cdo de destaque, sendo considerado o maior produtor
mundial de Eucalipto, com 5,10 milhdes de hectares plantados. O estado de Séo
Paulo é o segundo maior produtor nacional, com 1,04 milhdes de hectares plantados
(Associacdo Brasileira de Florestas Plantadas - ABRAF, 2013). Esse plantio esta
sempre aumentando e isso se deve ao rapido crescimento e produtividade das
arvores, o que auxilia na reducdo da exploracdo de florestas nativas por meio do
fornecimento constante de matéria prima para industrias de papel, celulose, lenha,
carvao vegetal e outras (MEDRADO, 2003).

Segundo a ABRAF (2013), grande parte dos plantios florestais no Brasil é
representada pelos géneros Eucalyptus e Pinus. Visto que os estandes com esses
géneros sdo montados, na maioria das vezes, na forma de monocultivo, este fato
leva a certa preocupacdo, principalmente de carater ambiental. A exploracao
comercial de Eucalipto pode, em termos nutricionais, se manter sustentavel por
alguns anos (FORRESTER et al., 2006). Contudo, ap0s sucessivas colheitas, o
monocultivo intensivo resulta em elevada exportacdo de biomassa, 0 que acarreta
em reducdo da disponibilidade de nutrientes, mudancas qualitativas e quantitativas
na matéria organica do solo, reducdo nos valores pH e outras (GONCALVES et al.,
2004; LACLAU et al., 2005; LIU; LI, 2010; BINI et al., 2013a). Desta forma, para
manter constantes os indices de producéo, é necessario fornecer ao solo grande
guantidade de fertilizantes minerais, principalmente N e P, 0s quais séao
considerados insumos bastante onerosos para a silvicultura brasileira (LACLAU et
al., 2008) e que podem contribuir para a poluicdo ambiental.

Com o intuito de minimizar a problematica exposta, algumas pesquisas tém
buscado implantar estandes florestais contendo espécies de Eucaliptos e plantas
leguminosas em sistema de consoércio (FORRESTER et al., 2004). Essa nova
abordagem vem sendo desenvolvida em varias partes do mundo e, em especial, nas

condi¢cdes edafocliméaticas do Brasil. Essa técnica de manejo tém o objetivo de
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suprir, parcial ou totalmente, a demanda nutricional dos plantios de Eucalyptus
(LACLAU et al., 2008; BOUILLET et al., 2008; JOURDAN et al., 2008; NOUVELLON
et al.,, 2012; RACHID et al., 2013).

Dentre as espécies florestais leguminosas, a Acacia mangium, por apresentar
caracteristicas peculiares, como elevada fixa¢do biologica de Nz, adaptacdo a solos
acidos e outras (VADEZ et al., 1995), foi escolhida para compor os estandes
experimentais de plantios mistos com E. grandis no Brasil (BINI et al., 2013b). A.
mangium é uma arvore de rapido crescimento, adaptada a regiées quentes e Umidas
e seu centro de origem é a Austrdlia. Segundo Voigtlaender et al. (2012), esse
género, apesar de apresentar papel secundario no setor florestal brasileiro, pode
trazer melhorias para algumas propriedades do solo e acelerar a ciclagem de
nutrientes.

A. mangium, quando comparada com Eucalipto, deposita maior quantidade de
serapilheira (~6 ton ano™) rica em N e P no solo. Esta serapilheira, a qual apresenta
menores relacdo C/N, pode, apés a decomposicdo, ser uma fonte prontamente
disponivel para as plantas, promovendo condi¢cées de maior fertilidade para o solo
(FORRESTER et al., 2006; BINI, 2013).

Vérios trabalhos citam melhorias oriundas da associacdo dessas espécies,
principalmente para a producédo de madeira e alocacédo de C e N no solo (KHANNA,
1997; BAUHUS et al., 2000; BINKLEY et al., 2000, 2003; FORRESTER et al., 2004;
FORRESTER et al.,, 2005; FORRESTER et al., 2006; LACLAU et al.,, 2008;
VOIGTLAENDER et al.,, 2012). Além disso, esses estudos indicam que sistemas
consorciados de E. grandis com A. mangium, quando comparados com plantios
puros da mesma espécie, apresentam a capacidade de elevar a alocacdo de
biomassa acima e abaixo do solo, ter maior deposicdo de serapilheira no solo,
otimizar a eficiéncia no uso da luz e incrementar a disponibilizacdo de fésforo no solo
(RACHID et al., 2013).

Em contrapartida, a maioria dos estudos prioriza, basicamente, as mudancas
ocorridas no sistema solo, tanto quimica, quanto fisicamente, além de dados sobre a
produgcdo madeireira. Abordagens envolvendo a estrutura das comunidades
microbianas (em superficie e sub-superficie) e como a comunidade vegetal pode
influenciar essas comunidades ainda sao incipientes, principalmente com avaliagdes

moleculares independentes de cultivo.
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2.2 Comunidades microbianas do solo
2.2.1 A comunidade de fungos
2.2.1.1 Aspectos gerais

O solo € o ambiente com maior diversidade biolégica que existe na terra
(ACOSTA-MARTINEZ et al., 2008; QUINCE et al., 2008). Nele estdo inseridos
organismos pertencentes aos trés dominios da vida (Archaea, Bacteria e Eukarya),
0s quais possuem papel fundamental em todos 0s processos que ocorrem nos
ecossistemas (NANNIPIERI; BADALUCCO, 2003; BARRIOS, 2007; VAN DER
HEIJDEN et al., 2008).

Os fungos sdo micro-organismos ubiquos, altamente diversos e compdem o
dominio Eukarya. Os mesmos ocupam os mais variados nichos, sdo considerados
um dos grupos funcionais mais importantes que existem no planeta (MUELLER et
al., 2007; SMITH; READ, 2008) e dominam, em termos quantitativos, a biomassa
microbiana do solo. Porém, o conhecimento dessa comunidade ainda € limitado
(BALDRIAN et al., 2012), sendo conhecida apenas uma minima fracdo, cerca de
100.000 espécies, das 1,5 milhdes que se estima que existam (MOORE et al., 2011).

A importancia dessa comunidade se da por diversos fatores, como, por
exemplo, seu papel na decomposicdo da matéria organica, transporte de nutrientes
para as plantas, supressdo de patdégenos e outros (CAREY, 2004; MYERS et al.,
2012). Além do mais, 0s mesmos sao capazes de produzir grande quantidade de
diferentes enzimas extracelulares e acidos organicos (BALDRIAN et al., 2011). Esta
estratégia lhes permite degradar eficientemente moléculas recalcitrantes no solo,
como 0s compostos ricos em celulose e lignina, por exemplo, (BOER et al., 2005) e
auxiliar na solubilizacdo de fosfatos, liberando fontes de energia que podem ser
translocadas para a planta, como sera visto no tdpico posterior. Desta forma,
impactos na comunidade de fungos podem acarretar em mudancas na ciclagem de
nutrientes e influenciar o funcionamento do sistema (VRIES et al., 2011).

Estudos indicam que os fungos sdo sensiveis a alteragbes na composicao
vegetal dominante. Acredita-se que as plantas, principalmente as florestais, podem
selecionar grupos especificos de fungos no solo para interagirem com elas
(NIELSEN et al., 2010). A selegcéo exercida pelos vegetais sobre a comunidade

microbiana pode estar associada, em parte, a serapilheira que é depositada ao solo,
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a qual libera diferentes compostos quimicos, interfere no acesso de luz ao solo,
assim como na infiltracdo da agua de chuvas (GOMORYYOVA et al., 2009).
Recentemente, em solos com plantios mistos de E. urograndis e A. mangium,
foram classificados, por meio de pirosequenciamento, mais de 260 géneros de
fungos diferentes. Os filos de fungos foram totalmente distintos entre os tratamentos
Eucalyptus e Acacia e um efeito significativo da cobertura vegetal na comunidade foi
notado. Porém, o tratamento misto entre as espécies, quando comparado com as
monoculturas, nao foi divergente, apresentando uma abundancia relativa
intermediaria de filos. Basidiomycota e Ascomycota foram os filos mais
predominantes em Eucalyptus (75 %) e Acacia (62 %), respectivamente. Neste
estudo, 4 géneros foram intimamente relacionados com Eucalyptus, sendo os
principais o Pisolithus (55,1 %) e Scleroderma (17 %), ao passo que no tratamento
Acacia, treze géneros foram associados, destacando-se Thelephoracea (13,2 %) e
Giberella (2,6 %) (RACHID, 2013). Entretanto, na avaliagcdo citada, ndo foram
detectados fungos micorrizicos arbusculares, estando presentes, no solo, pouco
menos de 0,1 % de organismos pertencentes ao filo Glomeromycota (RACHID,
2013), sendo este fato bastante curioso, visto que em outros trabalhos ja foi
constatada associacao de plantas de Eucalipto e Acacia com FMA (BINI, 2013).

2.2.1.2 Fungos formadores de micorrizas arbusculares (FMA) e de

ectomicorrizas (ECM)

Naturalmente, as raizes das plantas interagem com diferentes espécies de
fungos e estes podem formar com a planta hospedeira relacées benéficas, neutras
ou patogénicas (WEHNER et al., 2011). Ha cerca de 400 milhdes de anos, raizes de
plantas se associam beneficamente com FMA (PARNISKE, 2008). Pertencentes ao
filo Glomeromycota, estes grupos de fungos sdo capazes de realizar simbiose
mutualistica com mais de 80 % das plantas terrestres (SCHUSSLER et al., 2001;
SMITH; READ, 2008; BRUNDRETT, 2009).

Esta associacdo pode proporcionar inumeros beneficios para a planta
hospedeira e 0 ponto de partida se da pela interligagcdo da planta com inUmeras e
extensas redes de hifas no solo (FRIESE; ALLEN, 1991). Essa grande massa de
hifas extra-radiculares permite a rapida translocacdo de nutrientes minerais (WU et

al., 2012) e agua (FINLAY et al., 1986) para a planta, além de fornecer protecéo
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contra patdgenos (BOROWICZ, 2001). Além do mais, os FMA podem excretar
algumas glicoproteinas, como a glomalina, por exemplo, a qual produz influéncia
benéfica para o solo, melhorando a estabilidade de agregados e,
consequentemente, a retencdo de agua no solo (CARAVACA et al., 2002; RILLIG;
MUMMEY, 2006; BEDINI et al., 2009; WILSON et al., 2009; BONFIM, 2011). A
relagdo FMA-planta possui carater biotréfico e o fungo penetra no interior da célula.
Em retribuicdo, a planta fornece cerca de 20 % de seus fotossintatos para a
sobrevivéncia e crescimento dos fungos (HOGBERG et al., 2001).

Os FMA pertencem a um filo monofilético e isso se deve ao fato de
compartilharem uma caracteristica comum, isto é, a formacgao de “pequenas arvores
fungicas”, ou arbusculos, que se estabelecem no interior de células vegetais do
cortex radicular e séo locais primarios de troca de nutrientes entre os simbiontes
(TIBBETT et al., 2002; PERSSON et al., 2003; BANDOU et al., 2006; SMITH; READ,
2008). Além da formacao de arbusculos, os FMA também podem formar vesiculas,
gue sao estruturas responsaveis por armazenar energia (SMITH; READ, 2008).

De forma similar aos FMA, os fungos ectomicorrizicos (ECM), geralmente dos
filos Basidiomycota e Ascomycota, também sao simbiontes radiculares que
expandem a superficie de contato da raiz com o solo, auxiliando a planta hospedeira
na assimilacdo de nutrientes minerais, algumas fontes organicas e agua (TIBBETT
et al.,, 2002; PERSSON et al., 2003; BANDOU et al., 2006; SMITH; READ, 2008;).
Existem diferencas marcantes nos dois tipos de fungos aqui expostos. Os ECM
desenvolvem um espesso manto de hifas que circunda o sistema radicular e formam
a rede de Hartig que envolve as células do cortex da raiz, sendo esta a principal
estrutura de troca de nutrientes entre os ECM e as células da planta hospedeira. Em
contrapartida, os FMA, geralmente, ndo colonizam o apice do sistema radicular
(BONFANTE; GENRE, 2010). Historicamente, as ECM eram consideradas restritas
apenas as regibes com predominancia de clima temperado. Entretanto, com o
avanco das pesquisas, percebeu-se que essa associagdo ocorre com frequéncia
também em boa parte dos ecossistemas de clima tropical (SMITH et al., 2013).
Estudos recentes relatam a existéncia de uma diversidade relativamente alta de
ECM em florestas nesses ecossistemas, sendo muitas espécies originarias do
préprio tropico (MORRIS et al., 2009; PEAY et al.,, 2010). Inumeros métodos de
avaliacdo de ECM ja foram descritos na literatura. Entretanto, as avaliagcbes das

ectomicorrizas que apresentam carater epigeo sdo as mais comuns, ficando as
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inferéncias sobre tais espécies limitadas ao estudo dos corpos de frutificacdo
(esporocarpos) presentes acima da superficie do solo. O aparecimento de corpos de
frutificacdo € sazonal e depende de varios fatores. Além disto, alguns ECM,
especialmente presentes no filo Basidiomycota, como os da familia Thelephoraceae,
por exemplo, produzem esporocarpos de tamanho reduzido em sistemas florestais,
tornando a avaliagdo menos precisa (GARDES; BRUNS, 1996). Desta forma, tonam-
se essenciais estudos que avaliem as taxas de colonizacéo radicular diretamente da
comunidade hipégea (subterranea) de ECM presentes no solo, principalmente
aguelas que colonizam o sistema radicular em camadas profundas do solo.

Ambos os géneros de plantas aqui descritos (Acacia e Eucalyptus) possuem a
capacidade de formar associacdo micorrizica, tanto com FMA, quanto com ECM
(GONZALEZ et al.,, 2009; STEFFEN et al., 2010; BINI, 2013). Estas micorrizas
podem melhorar o crescimento da planta, assim como a qualidade nutricional das
folhas, aumentando os niveis de C, N e P (SATTER et al., 2007). Em plantios puros
e mistos de E. grandis e A. mangium j& foi reportada alta colonizacdo por FMA nos
primeiros meses do plantio. Nestes, a caracterizacdo morfologica de esporos revelou
a presenca de alguns géneros como Acaulospora, Gigaspora, Glomus, Ambispora,
Racocetra e Scutellospora, sendo constatada, ainda, a presenca das espécies
Gigaspora decipiens e Racocetra intraornata na maioria dos plantios (BINI, 2013).
Face a importancia dos FMA nos ciclos biogeoquimicos (FITTER et al., 2011) e de
suas funcbes ecolbgicas, percebe-se que produzem inumeros beneficios na
produtividade e sustentabilidade dos ecossistemas, principalmente nos florestais
(FRASER et al., 2009; MADER et al., 2011).

Existem evidéncias que a idade da planta tem influéncia direta sobre o tipo de
associacdo micorrizica que ira predominar (CAMPOS et al., 2011). Supde-se que,
nos periodos iniciais do plantio, ocorra uma maior colonizacao radicular de FMA, a
gual pode ser paulatinamente sobreposta, com o avanco da idade do plantio, pelas
associacdes com ECM (YINGLONG et al., 1999; SANTOS et al., 2001). Até onde
nos foi possivel averiguar, ainda ndo foram reportados dados na literatura sobre os
percentuais de colonizagdo por ECM em plantios comerciais mistos de E. grandis e

A. mangium, especialmente em camadas abaixo de 20 a 30 cm de profundidade.
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2.2.2 A comunidade de bactérias

As bactérias sdo organismos procariotos e representam um dos trés dominios
da arvore evolutiva (Archaea, Bacteria e Eucarya) (WOESE, 1994). As mesmas sao
encontradas na maioria dos ambientes e, por mediar diferentes e importantes
processos no ecossistema, sao responsaveis, em parte, pela manutencao da vida na
terra (ANDREOTE, 2007).

Um trabalho recente avaliou a comunidade de bactérias em plantios puros e
mistos de Eucaliptos e Acéacias na camada superficial (0-10 cm) do solo. Usando
analise de DGGE, foi possivel verificar diferenciacdo significativa na estrutura da
comunidade de bactérias em resposta ao tratamento adotado. Porém, naquele
trabalho, ndo foi possivel detectar efeito do tratamento na quantificacdo dos genes
16S e nifH (RACHID et al., 2013). Em plantios puros de Eucalipto, uma avaliacédo de
bactérias do solo revelou que cerca de 70 % das sequencias encontradas eram de
micro-organismos que ainda ndo sdo passiveis de se cultivar em condi¢cdes de
laboratério, e foi detectada a presenca dos filos Acidobacteria (25 %), Proteobacteria
(22 %), Verrucomicrobia (19 %), Firmicutes (6 %), Bacteroidetes (3 %) e
Planctomyces (2 %) (SILVEIRA et al., 2006).

De forma geral, apesar dos esforcos e de pesquisas demonstrarem que
vegetacOes florestais uniformes (monoculturas), ou seja, com menos riqueza de
plantas, possuem tendéncia a selecionar comunidades de bactérias e fungos no solo
(LEJON et al, 2005; BELLIS; KERNAGHAN; WIDDEN, 2007), abordagens
envolvendo a influéncia de plantios mistos de espécies florestais na estrutura dessas
comunidades ainda sé&o escassas e necessitam de investigagdes mais robustas e

aprofundadas.

2.2.3 Avaliagdo das comunidades microbianas no solo

Avaliar o microbioma do solo € um desafio complexo, principalmente em solos
tropicais. As dificuldades se dao, em sua maior parte, pela enorme heterogeneidade
fisica e quimica que existe no solo, os quais sofrem alteraces espaciais e temporais
muito intensas (ANDREOTE, 2014). Aliado a isso, um elevado numero de micro-
organismos podem habitar 1 g de solo. Estima-se que apenas 1 % das bactérias e
cerca de 17 % das espécies de fungos presentes no solo (BRIDGE; SPOONER,

2001), podem, com as técnicas atuais, ser cultivados em ambiente de laboratério
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(DAVIS et al., 2005). Este fato faz com que seja necessaria a aplicacao de técnicas
moleculares robustas que melhor respondam aos questionamentos da pesquisa
(ANDREOTE, 2014).

Nesse sentido, recentes avancos no uso de técnicas moleculares tém
desvendado elevada diversidade de micro-organismos que antes nao eram
acessadas com técnicas tradicionais de isolamento (HUGHES et al.,, 2001).
Métodos independentes de cultivo foram desenvolvidos e comumente sao aplicados
para examinar a ecologia de membros das comunidades microbianas (VAN ELSAS;
BOERSMA, 2011). Além do mais, essas técnicas tém possibilitado o
desenvolvimento de pesquisas com custo e tempo reduzidos, aliadas a grande
capacidade de producédo de dados (ARMOUGOM; RAOULT, 2009).

Essas abordagens se iniciam por meio da extracdo de DNA e/ou RNA de um
determinado ambiente. Posteriormente, desenvolve-se a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), a qual faz uso de primers (iniciadores) especificos que acessam
regides variaveis em genes ribossomais do genoma bacteriano e/ou fangico, por
exemplo (VAN ELSAS; BOERSMA, 2011). Parte dessas técnicas exibem uma
verdadeira “impressao digital” (fingerprinting) da comunidade microbiana a partir dos
produtos de PCR (ANDREOTE, 2007), como o DGGE, por exemplo.

2.2.3.1 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

O DGGE é uma técnica de fingerprinting usada na andalise de comunidades
microbianas (MUYZER et al., 1993). Nesta, a diferenciacdo da comunidade
microbiana se da por meio da separacdo de amplicons com composicdes
diferenciadas de (G) e (C) nas duplas fitas de DNA (VAN ELSAS; BOERSMA, 2011).
Os produtos de PCR, ao serem submetidos a um campo eletroforético contendo
gradientes quimico-desnaturantes (ureia e formamida), apresentam comportamentos
distintos de migracdo em géis de poliacrilamida. As sequéncias que contém baixo
conteudo de (C) e (G) tendem a estagnar na parte superior do gel, enquanto que as
sequéncias com maior conteudo de (C) e (G) migram para areas inferiores do gel,
local onde esta presente o gradiente desnaturante em maior concentracdo. Nesta
otica, ao final da eletroforese, um perfil de bandas da comunidade microbiana é

gerado. As imagens obtidas da comunidade podem ser convertidas em matrizes que
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posteriormente dardo suporte a andlises estatisticas pertinentes, com o auxilio de
softwares especificos (MUYZER, 1998).

Em seu desenvolvimento, a DGGE foi adotada na deteccdo de mutacdes
(FISCHER; LEMAN, 1983) e, para isso, 0 uso de primers universais para o dominio
Bacteria era rotineiro nos laboratérios. Contudo, o DGGE tem sido aplicado com
eficdcia nos mais variados estudos de avaliagdo da comunidade microbiana do solo
(MUYZER, 1998; KOWALCHUK et al.,, 2004). Kowalchuk e seus colaboradores
(2002), desenvolveram as primeiras pesquisas utilizando PCR-DGGE no estudo da
diversidade de FMA. Eles compararam as diferencas existentes na estrutura das
comunidades de FMA colonizando plantios sadios e degradados de Ammophila
arenaria. Atualmente, varios outros estudos tém utilizado PCR-DGGE com eficacia
no estudo das comunidades de FMA (HELGASON et al., 1999; SANTOS et al.,
2006; LIANG et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; IPSILANTIS et al., 2009; LIU et al.,
20009).

Em solos brasileiros, Oliveira et al. (2009) obtiveram sucesso ao desenharem
sequéncias de primers para diferentes géneros de FMA e aplicacdo da técnica de
PCR-DGGE. Eles avaliaram, em condi¢cdes de campo, mudancas na estrutura da
comunidade de FMA colonizando a rizosfera de plantas de milho.

2.2.3.2 Real-Time PCR (gPCR)

O Real-Time PCR, ou PCR em tempo real, € uma poderosa técnica de
quantificacdo de &cidos nucleicos. Basicamente, as andlises de quantificacdo séo
realizadas com a utilizacado de marcadores fluorescentes nas reac¢des de PCR, como
o SYBR Green |, por exemplo (VAN ELSAS; BOERSMA, 2011). Assim, com 0
aumento da quantidade de ciclos da reacdo e 0 consequente aumento do niamero de
copias, um maior numero de DNA vai sendo ligado a estrutura do marcador,
aumentando sua fluorescéncia, a qual € captada por aparelhos sensiveis,
produzidos especificamente para este fim (ALVARES et al., 2001).

Com o gPCR é possivel detectar o ciclo exato em que a amplificacdo do DNA
alvo ocorre. Esse ciclo € denominado de “Cycle Threshold” (C:) e ele ocorre na fase
exponencial da reacédo. Os valores de Ct obtidos sdo inversamente proporcionais a
abundéancia de copias de um gene em uma determinada amostra. Portanto, quanto

maior a abundancia de copias do gene na amostra original, mais rapidamente sera
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detectado o aumento da fluorescéncia (com menores numeros de ciclos) e,
consequentemente, menor sera o valor de Ct (BUSTIN, 2005).

Essa € uma técnica muito aplicada em amostras de DNA extraidas do solo, o
gue permite a quantificacdo em tempo real do numero de genes alvo por grama de
solo, como os genes 16S e ITS rRNA (bactérias e fungos), ou até mesmo de alguns
genes funcionais, como nifH e amoA (VAN ELSAS; BOERSMA, 2011). Maiores
detalhes e elucidagdo sobre DGGE, gPCR e outras técnicas moleculares
independentes de cultivo podem ser encontrados em Andreote (2007) e Van Elsas e
Boersma (2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a influéncia da profundidade do solo, acompanhando todo sistema
radicular até 8 m, e dos sistemas de plantios puros e mistos de E. grandis e A.
mangium na estrutura das comunidades de bactérias totais, fungos totais e

micorrizicos arbusculares do solo.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar, de forma qualitativa, a influéncia dos sistemas de plantios (puros e
mistos) na estrutura das comunidades de bactérias totais, fungos totais e
micorrizicos arbusculares do solo por meio de PCR-DGGE;

- Analisar a influéncia da profundidade do solo na estrutura das comunidades
de bactérias totais, fungos totais e micorrizicos arbusculares do solo por meio de
PCR-DGGE;

- Avaliar a abundéancia de genes ribossomais da comunidade de bactérias (16S
- rRNA) e fungos (ITS - rRNA) por meio de PCR em tempo real (QPCR);

- Avaliar a densidade de esporos de FMA e a taxa de colonizacao radicular (%)
por FMA e ECM nos diferentes sistemas de plantios e profundidades do solo em
estudo;

- Correlacionar os dados de composi¢cdo das comunidades microbianas com 0s

fatores ambientais.
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4 JUSTIFICATIVA E HIPOTESES

4.1 Justificativa

Em florestas de clima tropical, a presenca de sistema radicular bem formado e
profundo permite uma maior exploracdo do solo, maximizando a absorcdo de agua
nos periodos de maior escassez. Existe uma relacdo entre a altura da copa e
profundidade de enraizamento. Em plantios de Eucalipto e Acacia, por exemplo, as
raizes podem alcancar cerca de 17 e 12 metros de profundidade, respectivamente.
Sabe-se que as raizes, ao absorverem agua, liberam fontes carbonadas via
exsudatos radiculares para o solo. Se as arvores florestais absorvem agua e
deslocam, via sistema radicular, energia metabolizavel nas camadas mais profundas
do solo, alguns questionamentos se tornam oportunos. E possivel a ocorréncia e
como se estrutura as comunidades microbianas nesses nichos, em especial as de
fungos e bactérias? As raizes finas presentes em profundidade sdo colonizadas por
simbiontes, como as micorrizas? O entendimento da colonizagdo do sistema
radicular e da estrutura das comunidades microbianas presente em camadas
profundas de solos com florestas plantadas de E. grandis e A. mangium ainda é
bastante obscuro, principalmente em sistemas de plantios mistos entre as espécies.
Nesse cendrio, a busca por respostas se tornou necessdria para preencher tais

guestionamentos, os quais justificam os esforgos inseridos nessa pesquisa.

4.2 Hipo6teses

I) O microbioma que acompanha o sistema radicular de cada espécie arbérea
pode atingir no solo profundidades semelhantes as das raizes; Il) a estrutura da
comunidade de bactérias totais, de fungos totais e de fungos micorrizicos
arbusculares tem significante diferenciacdo de grupos entre as camadas do solo,
variando em profundidade; l1ll) arvores de florestas tendem a selecionar uma
microbiota especifica e uma planta pode ser mais importante do que outra na

separacao de grupos microbianos no solo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Sitio experimental e coleta das amostras

O estudo foi realizado na Estacdo Experimental de Ciéncias Florestais de
Itatinga (EECFI - 23°02’ S 48°38 W), estado de Sdo Paulo / Brasil, vinculada ao
Departamento de Ciéncias Florestais (LCF) da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” / Universidade de Sdo Paulo — ESALQ / USP. Os estudos
microbiolégicos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica do
Solo do Departamento de Ciéncia do Solo da mesma instituicao.

A precipitagdo pluvial média registrada durante o ano de 2013 foi de 1.455,9
mm. O maior valor médio de precipitacdo registrado foi no més de janeiro (268,7
mm), enquanto o periodo em que houve escassez de agua ocorreu no més de
agosto (0,6 mm) (Figura 1).
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Figura 1 - Valores médios de precipitacdo (mm), umidade relativa (%) e temperatura
(°C) referentes ao ano 2013 na Estacdo Experimental de Ciéncias

Florestais de Itatinga, ESALQ / USP

Segundo Voigtlaender et al. (2012) e Laclau et al. (2013), a regido na qual foi
implantando o experimento possui estacdao “quente” e “fria” bem definidas, sendo

registradas baixas temperaturas entre os meses de junho (16,9 °C), julho (15,4 °C) e
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agosto (16,9 °C), e de maior elevagao da temperatura compreendendo os meses de
dezembro (22,3 °C) janeiro (20,7 °C) e fevereiro (22,0 °C) (Figura 1).

O plantio foi feito num planalto ocidental que possui topografia suave-
ondulada, caracteristica tipica do relevo do estado de S&o Paulo. O povoamento
florestal foi situado no topo de uma colina com declividade menor que 3 % e ~830 m
de elevacdo em relacdo ao nivel do mar. Os solos da area foram classificados como
Latossolos amarelos distroficos, oriundos de arenitos Cretdceos, da formacgéo
Marilia, grupo Bauru (LACLAU et al., 2008; GONCALVES et al., 2012).

5.1.2 Delineamento experimental

O delineamento utilizado na montagem do experimento foi inteiramente
casualizado (DIC), composto por quatro blocos e sete tratamentos (Figura 3).
Porém, para as analises microbiol6gicas propostas no presente trabalho, foram
selecionados, dentre os sete originais, os tratamentos T1 — 100A (monocultura de
Acacia mangium - espacamento 3 m x 3 m); T2 - 100E (monocultura de Eucalyptus
grandis - 3 m x 3 m) e T7 - 50A:50E (mistura 1:1 de E. grandis e A. mangium).
Maiores informacBes sobre o histérico da area, delineamento e implantacdo da
floresta aqui citada podem ser encontradas consultando Maire et al. (2013) e Bini et
al. (2013b).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do delineamento experimental. Os

tratamentos sdo numerados de T1 a T7. A area total compreende a um

espaco de 220 x 130 m. Diagrama adaptado de Maire et al. (2013)
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As amostras foram coletadas no ano de 2013 e durante o periodo de
amostragem os estandes estavam com quatro anos de implantacdo. No intuito de
verificar possiveis alteracdes na regido de cada espécie de planta analisada, a area
de consorcio foi subdividida. Foram realizadas amostragens na base de A. mangium
A(A+E) e na base de E. grandis E(E+A). Cada parcela apresentou area total de 30 m
x 30 m, porém, apenas 18 m x 18 m foram consideradas areas Uteis na abertura das

trincheiras, sendo as bordas desconsideradas.

5.1.3 Abertura das trincheiras e obtencdo das amostras

Foram construidas trincheiras profundas para coleta de solo e raizes nos
tratamentos T1 - 100A; T2 - 100E e T7 - A(A+E) e E(E+A). Dez camadas foram
selecionadas ao longo do perfil do solo de cada trincheira, sendo as mesmas
equivalentes a |P1| 0-20 cm; |P2| 20-50 cm; |P3| 50-100 cm; |P4| 100-200 cm; |P5|
200-300 cm; |P6| 300-400 cm; |P7| 400-500 cm; |P8| 500-600 cm; [P9] 600-700 cm e
|P10| 700-800 cm (Apéndice A). Nove amostras simples deram origem a uma
amostra composta, obtendo-se, ao término, 4 repeticbes em cada profundidade
amostrada. Cerca de 25 cm das paredes externas da trincheira foram descartados
em cada camada, assegurando que o solo coletado ndo sofresse contaminacéo por
eventuais particulas de solo oriundas de partes mais elevadas da trincheira. Parte
das amostras de solo coletadas (400 g), foram submetidas a andlises fisicas e
guimicas no Laboratério de Analises Quimicas do Departamento de Ciéncia do Solo
da ESALQ / USP.

5.2 Andlises microbioldgicas
5.2.1 Extracdo do DNA presente nas amostras do solo

O DNA gendmico foi extraido a partir de 400 mg de solo e para isso foi
utilizado o kit comercial de extracdo PowerSoil® DNA Isolation (MoBio, Carlsbad,
EUA), seguindo o protocolo informado pelo fabricante. Apds a extragdo, cerca de 5
pL das amostras foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5 %,
com tampé&o TAE 1x [400 mM Tris, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA], o qual foi
posteriormente corado com GelRed™ (0,5 ug mL™?), visualizado e fotodocumentado

em transiluminador sob luz ultravioleta (DNR — Bio Imaging Systems/MiniBis Pro).
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5.2.2 Estrutura das comunidades microbianas por PCR-DGGE
5.2.2.1 Amplificacédo da regido 16S rRNA de bactérias presentes no solo

As reacgfes de amplificacdo da regido V6 do gene 16S rRNA de bactérias foi
realizada com os primers 027F (5’ -GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3’) e 1492R (5’
-TACCTTGTTACGACTT- 3’) (NUBEL et al., 1996). A amplificacéo foi realizada com
desnaturacao inicial de 94 °C por 1 min, 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 63 °C por 1 min e
72 °C por 1 min, seguida de uma extenséo final de 72 °C por 10 min. Todas as
reacoes de PCR tiveram um volume final de 25 pL. Um microlitro dos amplicons
obtidos na reacédo anterior foi utilizado como DNA molde em uma segunda reacéo
(Nested-PCR). Para tanto, foram utilizados os primers 968 (5 “GC-Clamp” -
AACGCGAAGACCTTAC- 3’) e 1387R (5 -CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-
3’) (HEUER et al., 1997). As condicbes de amplificacdo foram programadas em
termociclador (Viriti® Applied Biosystems), com desnaturacédo inicial de 94 °C por 4
min, seguida de 35 ciclos 95 °C por 1 min, 56 °C por 1 min 72 °C por 2 min, e uma
extensdo final de 10 minutos a 72 °C. Nesta Ultima reacdo, o volume final foi de 50
pL. O primeiro e o segundo ciclo de amplificacdo resultaram em amplicons de
aproximadamente 1465p» € 430pb, respectivamente.

Para a confirmacdo da amplificacdo dos produtos de PCR obtidos, cerca de 5
puL foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, em tampédo TAE 1x,
corados com GelRed™ (0,5 pg mL™), visualizados em transiluminador (DNR — Bio
Imaging Systems/MiniBis Pro) sob luz UV e fotodocumentados, sendo os tamanhos
dos amplicons estimados por comparacdo com o GeneRuler™ DNA Ladder Mix
(Fermentas Life Sciences®). O procedimento descrito neste paragrafo também foi

realizado para todas as rea¢cfes de PCR descritas a seguir.

5.2.2.2 Amplificagdo da regido 18S rRNA de fungos totais do solo

Foram utilizados os primers NS1 (5’ -GTAGTCATATGCTTGTCTC- 3’) e NS8
(5 -TCCGCAGGTTCACCTACGGA- 3’) em uma primeira reagao de amplificagao
(WHITE et al., 1990) para a regidao génica 18S. Tais iniciadores amplificam um
fragmento de DNA equivalente a 1700pp. Um microlitro do produto da primeira
reacao foi utilizado como DNA molde em uma Nested-PCR, com primers especificos
para DGGE. Neste caso, foram utilizados NS1 (5 -GTAGTCATATGCTTGTCTC- 3’)
e Fung-GC (5 “GC-Clamp” -ATTCCCCGTTACCCGTTG- 3’), os quais amplificam
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fragmentos de 300p», aproximadamente (MOHLENHOFF et al.,, 2001). Ambas as
reagOes tiveram volume final de 25 pL.

5.2.2.3 Amplificagao da regido 18S rRNA de FMA presentes no solo

Um microlitro do produto obtido na primeira reacao citada no tépico anterior,
(5.2.2.2), usando NS1/NS8, foi usado como DNA molde em um Nested-PCR com o
par de primers AM1 (5 -GTTTCCCGTAAGGCGCGCAA- 3’) (HELGASON et al.,
1999) e NS31-GC (5’ “GC-Clamp” -TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC- 3’) especificos
para micorrizas arbusculares (SIMON et al., 1992). Essa ultima reacdo resultou em
amplicons com aproximadamente 580pb.

As reacles citadas com o uso dos primers NS1/NS8, NS1/Fung-GC e
AM1/NS31-GC foram realizadas em termociclador (Viriti® Applied Biosystems),
programado para operar com desnaturacdo inicial equivalente a 94 °C por 5 min, 35
ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 30 s e 1 min e 30 s, seguida de
uma extenséo final de 72 °C por 5 min.

5.2.2.4 Aplicacéo datécnica de DGGE

A andlise de DGGE foi realizada com o auxilio do aparelho phoU2 system
(Ingeny, Goes, Holanda) seguindo metodologia adaptada de Muyzer et al. (1993).
Os produtos de PCR, nos quais os primers continham os “GC-Clamps”, foram
carregados em gel de poliacrilamida 6% para bactérias e 8% para fungos totais e
FMA, na proporcéo 30:1 acrilamida:bis-acrilamida. Foi usado gradiente desnaturante
de ureia e formamida equivalente a 45%-65% (bactérias), 15%-50% (fungos totais) e
25%-65% (FMA), onde 80% significa a concentragdo de 5,6M de ureia e 32% de
formamida deionizada. Para a eletroforese, foram utilizados 12 pL dos produtos de
PCR acrescidos com 5 pL de Loading Buffer 6 x. A corrida de DGGE foi realizada a
60 °C e submetida a uma corrente de 100 volts durante 16 horas. Os géis foram
corados com SYBR-green® (Invitrogen, Breda, The Netherlands), em TAE 0,5 x, por
15 minutos na auséncia de luz e escaneados em Storm 845: New

Phosphorimager/Gel Scanner.
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5.2.2.5 Andlise de PCR em tempo real (qPCR) daregido ITS e 16S rRNA

A PCR guantitativa (qPCR) foi realizada com o uso do StepOne™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems®) e nas reacGes de amplificacdo foi utilizado o
marcador fluorescente Syber® Green PCR Master Mix 2 x (Applied Biosystems®).

Os primers ITS1F (5 -CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA- 3') e 5.85 (5 -
CGCTGCGTTCTTCATCG- 3’) foram utilizados para os grupos de fungos, gerando
fragmentos de aproximadamente 300p, (FIERER et al., 2005). Para grupos de
bactérias, foram usados os primers 341F 1 (5 -CCTACGGGAGGCAGCAG- 3)) e
534R 2 (5 -ATTACCGCGGCTGCTTGG- 3’) (LOPEZ-GUTIERREZ et al., 2004).

As reacdes foram feitas com quatro réplicas por amostra e cada uma teve o
volume final de 25 pL. Um microlitro de DNA molde foi usado em cada reacéo de
amplificacdo e as mesmas foram realizadas em placas MicroAmp Optical 48-Well.
Em todos os experimentos, dois controles negativos (auséncia de DNA) foram
submetidos as mesmas condicdes que as amostras alvo, excluindo qualquer
possivel contaminacao externa. Além disso, as curvas de melting também foram
adicionadas em cada corrida para monitorar a pureza dos produtos amplificados.

Amostras para amplificacdo do gene ITS foram submetidas a um ciclo de
desnaturacao inicial equivalente a 94 °C por 15 min, seguido de 40 ciclos de
amplificacéo a 94 °C por 1 min, 53 °C por 30 s e 72 °C por 1 min (FIERER et al.,
2005). Para quantificacdo do gene 16S, as amostras foram submetidas a um ciclo de
desnaturacao inicial equivalente a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de
amplificagéo a 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 30 s, sendo realizada ao
término uma extenséo final de 72 °C por 45 s (MOSONI et al., 2007).

Curvas padrdes conhecidas foram utilizadas em diluices seriadas (102 a 10-
8) em todas reacdes realizadas, possibilitando que os dados obtidos nas amostras
de solo (valor Ct) fossem interpolados entre os valores das curvas, determinando o

numero de cépias do gene 16S e ITS por grama de solo.

5.2.2.6 Extracado de esporos de FMA presentes no solo

A extracdo de esporos de FMA foi realizada segundo o meétodo de
peneiramento umido e decantacdo de 50 g de solo (GEDERMANN; NICOLSON,
1963). Crivos de tamanhos diferenciados (0,71 mm e 0,045 mm) foram utilizados no

processo de peneiramento umido. Os esporos coletados na peneira 0,045 mm foram
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transferidos para tubos Falcon (50 mL) e centrifugados em solucao de sacarose (70
%), por 3 minutos a 3.500 rpm (LABCARE - Jouan BR4i) conforme (BONFIM, 2011).
O sobrenadante foi lavado e passado em peneira de 0,045 mm. Os esporos retidos
foram transferidos para tubos Falcon (50 mL) e armazenados a -20 °C até o
momento da avaliacgéo.

Os esporos extraidos foram contados com o auxilio de microscépio
estereoscopico (40x), sendo separados e agrupados de acordo com a cor, 0
tamanho e a forma apresentada. Apenas 0S esporos aparentemente saudaveis
foram inseridos na contagem, sendo eliminados os que se apresentaram vazios.
Apés a contagem e separacdo, 0s esporos foram montados em laminas
semipermanentes usando resina de alcool polivinilico, glicerol (PVLG) e reagente de
Melzer (1:1) (MORTON et al., 1993). Os esporos foram cuidadosamente quebrados
para a exposicao das paredes internas.

A classificacdo taxondmica foi realizada usando um microscépio optico (100 a
400 x), tendo auxilio do manual de Schenck e Pérez (1990) e informacfes contidas
na Colecdo Internacional de Fungos Micorrizicos Arbusculares e Vesiculares

(INVAM), disponivel em http://invam.wvu.edu. Este Gltimo procedimento foi realizado

na Agroscope Reckenholz / Tanikon Research Station — Suicga, durante o estagio de
pesquisa no exterior da aluna de doutorado Joice Andrade Bonfim, a qual teve
supervisao do Prof. Dr. Fritz Oehl, especialista em taxonomia de FMA.

O numero total de esporos, assim como o de cada espécie, foi determinado
tendo como base o niUmero de esporos presentes em uma amostra de 50 g de solo.
Além do mais, foram calculados: | - Abundancia Relativa (AR) de cada género
identificado, por meio da equacédo: AR = (Ji / K) x 100, sendo Ji referente ao numero
total de esporos de cada género e K ao numero total de esporos contidos na
amostra; Il - Riqueza de espécies (R), determinada pelo nimero de espécies
presentes em 50 g de solo; Ill - indice de diversidade de Shannon (H) [H = -3 (pi log
pi), onde: pi = ni / N; ni = nUmero de esporos em cada espécie de fungo micorrizico

arbuscular e N = nimero total de espécies (BONFIM et al., 2013).

5.2.2.7 Avaliacéo da colonizacao radicular por FMA e ECM

Para avaliacdo da colonizag&o radicular por FMA, as raizes foram lavadas em
agua corrente, sendo posteriormente cortadas em segmentos de aproximadamente

2 cm de comprimento. Cerca de 0,5 g dos segmentos foram diafanizados em


http://invam.wvu.edu/
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solucao de KOH 10 %, com duracao de imersdo dependendo das caracteristicas das
raizes (cor, espessura etc.). Quando o0s segmentos apresentaram coloracao
visualmente clara, foram imersos em nova solucdo de KOH 10 %, passando cerca
de 30 minutos em agua a 90 °C (BRUNDRETT et al.,, 1996). Segmentos mais
escuros foram adicionalmente branqueadas com solucéo de peroxido de hidrogénio
alcalino H202 (10 %), por 3 minutos a temperatura ambiente. Ao término desta
etapa, 0s segmentos receberam coloracdo com tinta de caneta azul (Paker —
Quink®) por 15 segundos em banho com agua a 90 °C, sendo posteriormente
conservadas em solucdo de Lactoglicerol (1:1:1 acido latico, glicerol e agua)
(BRUNDRETT et al., 1996). Segmentos de 1 cm foram montados em laminas de
microscopia e fixadas com glicerol acido. Foram montadas 5 laminas para cada
repeticdo e analisados 10 segmentos de raizes em cada lamina (PHILLIPS;
HAYMAN, 1970; GIOVANETTI; MOSSE, 1980; MELLONI; CARDOSO, 1999).

O percentual do comprimento de raiz colonizada por ECM foi determinado
pelo método de interseccdo em placa com fundo quadriculado, sob lupa binocular
(40 x) (BRUNDRETT, 1996; CAMPOS et al, 2011). Os segmentos que
apresentavam radiculas com ramificagdes curtas modificadas (em “Y” ou “I”, na
maioria das vezes), foram considerados colonizados por ECM, conforme exemplos

no Apéndice B.

5.3 Anéalise estatistica

As imagens digitais dos géis de DGGE foram convertidas em uma matriz de
dados, gerando uma planilha na qual foram registradas presenca e/ou auséncia de
banda, com o auxilio do software ImageQuant TL unidimensional (Amersham
Biosciences, Amersham, UK, v. 2003). As diferencas na estrutura da comunidade
microbiana nas camadas do solo e nos tratamentos foram exploradas por meio da
analise de coordenadas principais (PCoA) e a similaridade entre os agrupamentos
foram testados pela analise de ANOSIM, ambas realizadas usando o software
estatistico Primer-E 6*. Para descriminar quais variaveis fisicas e quimicas do solo
melhor explicariam a variancia no perfil das comunidades microbianas, os dados
foram submetidos, inicialmente, a uma analise de DCA. Na DCA, quando os valores
dos primeiros eixos foram < 4,00 (Length of gradient < 4,00), uma distribuicao linear

foi caraterizada, indicando condicdo favoravel para aplicacdo da andlise de
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redundancia (RDA). Paralelo a RDA foi realizado o teste de Monte Carlo, o qual
considera 499 permutacdes aleatorias e exibe os valores (significativos ou n&o) de
“‘p” e o percentual de explicagdo (lambda-AA) dos atributos avaliados na distribuicdo
da comunidade microbiana no solo. Os trés ultimos, DCA, RDA e o Teste de Monte
Carlo, foram executados com o auxilio do software Canoco® for Windows v. 4.5. Os
valores de colonizacdo por FMA e ECM foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05) com a

utilizacao do software Sisvar® v. 5.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Atributos fisicos e quimicos do solo

N&o foram detectadas alteracbes marcantes nos atributos quimicos quando
comparados os tratamentos estudados. Os valores decresceram significativamente
com o aumento da profundidade do solo. Excecdo ocorreu nos valores de pH, que
apresentou leve aumento em profundidade, porém, se manteve abaixo de 5,0 na
maioria dos plantios. De forma geral, os valores dos atributos foram baixos e a
maioria se enquadrou fora do limite de deteccdo nas camadas inferiores a 20 cm,
como por exemplo, os cations K*, Ca?* e Mg?* em todos os tratamentos. Mesmo em
camadas superficiais (0-20 cm), os solos apresentaram valores de V % menores que
50 %, com baixo percentual de soma de bases (SB) e capacidade de troca de
cations (CTC) (Anexo A).

Os valores de matéria organica do solo (M.O.S) reduziram drasticamente com
a profundidade. Os plantios mistos apresentaram, quando comparados com as
monoculturas, menores valores de M.O.S em 20 cm de profundidade. O tratamento
100E apresentou pontos de iluviacdo de M.O.S nas camadas 100-200 cm, 200-300
cm e 300-400 cm, as quais tiveram 9 g kg™ (0,9 %); 51 g kg* (5,1 %) e 6 g kg (0,6
%) de M.O.S, respectivamente. As camadas analisadas foram, em sua maioria,
classificadas texturalmente como “Média-arenosa”, exceto no plantio de A. mangium,

a qual se enquadrou como “Arenosa” em 0-20, 20-50 e 50-100 cm (Anexo B).

6.2 Comunidades microbianas no solo
6.2.1 A comunidade de bactérias
6.2.1.1 Influéncia da profundidade do solo na estrutura da comunidade

Foi constatada a presenca de bactérias com numero expressivo de bandas
em todos os tratamentos e camadas de solos. Contudo, uma diminuicdo na
abundancia e intensidade das bandas foi percebida, principalmente quando
analisadas amostras de solo oriundas das camadas abaixo de 100 cm de
profundidade (géis ndo apresentados). A analise de coordenadas principais (PCoA)
exibiu uma ordenacdo complexa dos grupos microbianos, revelando forte influéncia

da profundidade do solo na estrutura das comunidades (Figura 4).
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Ao longo das camadas, as comunidades microbianas apresentaram 3

agrupamentos espacialmente distinguiveis, designados “a1” “a2” e “a3”, formando
um gradiente de estruturacdo. Nas camadas 0-20 cm, 20-50 cm e 50-100 cm
(agrupamento “a1”), as comunidades se agruparam uniformemente em todos os
plantios. Na maioria das vezes, grupos bem estruturados se formaram em pontos
intermediarios, como nas camadas 100-200 cm, 200-300 cm e 300-400 cm
(agrupamento “a2”), principalmente na monocultura do Eucalipto e nos plantios
consorciados E(E+A) e A(A+E). Grupos presentes em camadas abaixo de 400 cm
(agrupamento “a3”) tiveram comportamento disperso, isto é, com estrutura¢cdo pouco
definida, o que tornou dificil a interpretacao (Figura 4).

Os agrupamentos detectados na PCoA foram testados pela analise de
similaridade de ANOSIM. Em 100A néo foi possivel identificar separacao significativa
entre a maioria dos agrupamentos. A comunidade superficial de bactérias presentes
nos tratamentos 100E, E(E+A) e A(A+E), mostraram-se distintas do grupo “a2”
(intermediarias). Contudo, nestes mesmos plantios, com excecdo do 100E, ocorreu
forte sobreposicao dos agrupamentos “a1” (superficiais) com a comunidade presente
em camadas mais profundas (Tabela 1). Plantios mistos, com amostras coletadas na
base do Eucalipto E(A+E), estruturaram mais a comunidade de bactérias em
profundidade. No plantio citado, E(A+E), os grupos “a1” e “a2” se separaram com
sobreposicdo (Reray-cutisy = 0,59) e tiveram auséncia de similaridade com as
amostras do grupo “a3”, sendo possivel perceber um gradiente de estruturacao mais

bem definido da comunidade ao longo do perfil do solo (Figura 4; Tabela 1).



60—+

40+

PCO2 (17% of total variation)

-40-

60+

404

PCO2 (15,1% of total variation)

20+

40

20+

204

20+

45

A) "1B)
N + A *
X 2 v v
§ *x .+ 4
X s *
v
@ e 1 *
* 5 0 v pR
V koK X 3 x
*s v O vx % +
X
v [ P8 v O 0l
v a ®
M % v g
v o
g | | | | | 40 % | % |
60 -40 20 0 20 4c -40 -20 0 20 4
PCO1 (17.7% of total variation) PCO1 (24.5% of total variation)
60+ )
L XS 40—+ + oo
v - +
5
° . =
o X £ 204 ®
[ ] > ‘
g T .
Z ol xx vV o o
o
+ S * x i
v =
* vvy Y g 20 *W x
Lk v S * ¥
+ e + O
§ k X v o
v 40—
| | | | | | 80 % % % % % |
40 20 0 20 40 6( 60  -40 20 0 20 40 6(

PCO1 (25% of total variation) PCO1 (45.7% of total variation)

| 0-20cm ¥ 20-50cm [ 50-100cm €100-200cm @®200-300cm +300-400cm X 400-500cm 3% 500-600cm £\ 600-700cm V 700-800cm |

Figura 4 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) dos perfis de bandas (16S

rRNA) referentes as comunidades de bactérias num gradiente de
profundidade do solo. A), plantio de A. mangium em sistema
monoespecifico (100A); B), plantio misto entre A. mangium e E. grandis,
com amostras coletadas na base da Acacia A(A+E); C), plantio de E.
grandis em sistema monoespecifico (100E) e D), plantio misto entre A.
mangium e E. grandis, com amostras coletadas na base do Eucalipto

E(E+A)
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Tabela 1 - Analise de similaridade de ANOSIM (algoritmo de Bray-Curtis) para
agrupamentos da comunidade bacteriana total (16S rRNA) em cada

camada do solo estudado

100A R values al a2 a3
al 0 0,994 0,01087
a2 - 0 0,4601*
a3 - - 0

A (A+E) al a2 a3
al 0 0,713* 0,3134*
a2 - 0 0,08518
a3 - - 0

100E al a2 a3
al 0 0,6808* 0,4853*
a2 - 0 0,275*
a3 - - 0

E (E+A) al a2 a3
al 0 0,5911* 0,8841*
a2 - 0 0,5545*
a3 - - 0

*(p) significativo. Valores de R superiores a 0,75 indicam separac¢do entre as amostras, R > 0,5
indicam separacdo com sobreposicdo e R < 0,5, as amostras ndo apresentam diferencas
significativas. “a1”, camadas superficiais do solo (0-100 cm); “a2”, camadas intermediarias (100-400
cm) e “a3”, camadas profundas (400-800 cm)

6.2.1.2 Influéncia dos sistemas de plantios na estrutura da comunidade

Para avaliar a influéncia do sistema de plantio na estrutura das comunidades
de bactérias, amostras superficiais de cada tratamento foram monitoradas por PCR-
DGGE. Os tratamentos influenciaram as comunidades bacterianas do solo. Os perfis
da comunidade do tratamento 100E apresentou separacao significativa (R sray-curtys) =
0,712, p < 0,0001) dos demais tratamentos estudados 100A, A(A+E) e E(E+A), que
ficou coordenado em uma posicao separada na PCoA (Figura 2). Uma integracéo
dos grupos bacterianos presentes nos tratamentos mistos A(A+E) e E(E+A) com a
monocultura da Acacia mangium foi percebida. Nestes ultimos, os valores de Rgray-
curtys) vVariaram de 0,254 a 0,410, o que detecta alta similaridade entre os perfis das
comunidades destes plantios (Figura 5).
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bacteriana total do solo (16S rRNA) em sistemas de plantios

monoespecificos e mistos de E. grandis e A. mangium

6.2.1.3 Correlagéo do perfil da comunidade com dados ambientais

Os perfis das comunidades obtidos por DGGE foram correlacionados com 0s
atributos fisicos e quimicos do solo por meio de uma analise de redundancia (RDA).
Esse procedimento indica quais dos atributos contribuem na distribuicdo das
comunidades microbianas no solo. Inicialmente, foi realizada uma RDA geral,
englobando os perfis da comunidade de cada tratamento (incluindo todas as
camadas do solo) e outra mais especifica, incluindo os perfis da comunidade quando
todos os plantios (com amostras superficiais) foram agrupados dentro de um Unico
gel de DGGE.

Os atributos quimicos que mais contribuiram para a separacéo dos perfis da
comunidade bacteriana nas camadas profundas do solo foi o pH (AA = 14 %), P
disponivel (AA = 26 %), Ca?* (AA = 10 %), H+Al (AA = 9 %), com destaque para o
valor de AI**, que apresentou AA = 89 %. Com relacdo aos atributos fisicos,
destacam-se a Areia (AA = 22 %), Silte (AA = 13 %), Argila (AA =12 %) e M.O.S (AA =
15 %) (Tabela 2A). Contudo, esses atributos ndo foram capazes de expressar alto

percentual de explicacdo quando comparados os perfis da comunidade envolvendo
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todos os plantios no mesmo gel. Neste caso, o valor de AA para o P disponivel foi (5
%), K (4 %), H+AIl (6 %), Silte (5 %), Argila (6 %) e M.O.S (8 %) (Tabela 2B; Figura
6). Esses ultimos, com excecdo do P e do valor de Silte, foram diretamente
relacionados com o perfil da comunidade bacteriana presente no tratamento 100E.
Os valores de pH, Ca?*, Mg?*, AI** e Areia ndo tiveram correlagdo positiva com
nenhum agrupamento da comunidade bacteriana do solo, apresentando valores de

p” superiores a 5% de significancia (Tabela 2).
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Figura 6 - Analise de redundancia (RDA) entre os perfis da comunidade de bactérias

totais e os atributos fisicos e quimicos dolo solo
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Tabela 2 - Analise de correlacdo entre atributos fisicos e quimicos do solo com os perfis de bandas de bactérias do solo (16S
rRNA). A) perfis da comunidade de cada tratamento individual, incluindo todas as profundidades. B) Perfis da
comunidade quando avaliados todos os plantios juntos. Os valores de (AA%) representam o percentual de explicagéo
de cada variavel e (p) seu respectivo indice de significancia
A)
Maneios pH P K+ Ca?* Mg?* Al3* H+Al Areia Silte Argila M.O.S
! A p A p A p M p AA P M p AA p AA p AA p AA p AA p

1002 3% 0,178 - - - - - - - - 6% 0,002 5% 0,002 15% 0,002 4% 0,014 6% 0,004 4% 0,034
100E 3% 0,472 8% 0,002 - - - - - - 24% 0,002 2% 0,316 4% 0,024 3% 0,068 1% 0,996 3% 0,526
AA+E) 2% 0,516 10% 0,002 - - 6% 0,002 - - 21% 0,002 2% 0,660 2% 0,816 4% 0,006 3% 0,086 4% 0,010
E(E+A) 6% 0,002 8% 0,002 - - 4% 0,002 - - 38% 0,002 1% 0,680 2% 0,106 3% 0,014 4% 0,012
Total* 14% 26% 10% 89% 9% 22% 13% 12% 15%

* Soma das percentagens da explicacdo de cada tratamento avaliado

B)

pH K* Ca? Mg?* AR+ H+Al Areia Silte Argila M.O.S
AA p AA P AA p AA p AA AA p AA p AA p AA p AA p AA p

Total - - 5% 0,002 4% 0,008 - - - - - 6% 0,002 - - 5% 0,004 6% 0002 8% 0,018
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6.2.1.4 Abundancia do gene 16S por gPCR

Nas reacdes de quantificacdo, o valor médio de eficiéncia (E) foi de 0,91, ao
passo que os valores de regressédo logaritmica (R?) inseridos na curva normal foram
de 0,98. Nao foram encontradas diferencas significativas no nimero de copias do
gene 16S nas camadas superficiais dos tratamentos avaliados. Porém, ocorreu forte
reducdo no numero de copias do gene 16S com o aumento da profundidade. Os
valores de Logio variaram de 9,5 a 10,5 nas camadas superficiais, exibindo queda
exponencial e chegando a um “equilibrio” nas camadas profundas de 2 metros
(Figura 7). A monocultura de Eucalipto apresentou maior nimero de cépias do gene

16S nessas camadas (Log-medio de 7,6), (Figura 7).
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Figura 7 - Numero de coOpias do gene 16S rRNA por grama de solo nos tratamentos
e profundidades amostradas. |P1| 0-20 cm; |[P2| 20-50 cm; |P3| 50-100
cm; |P4| 100-200 cm; |[P5| 200-300 cm; |P6| 300-400 cm; |P7| 400-500 cm;
|P8| 500-600 cm; |P9| 600-700 cm e |[P10] 700-800 cm

6.2.2 A comunidade fungica total

6.2.2.1 Influéncia da profundidade do solo na estrutura da comunidade

Os perfis de DGGE da comunidade de fungos totais do solo exibiram uma

distribuicdo randémica na maioria dos plantios, com pouca diferenciagéo significativa
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entre os agrupamentos (Figura 8). Excecdo é dada aos perfis de DGGE avaliados
no tratamento A(A+E), os quais apresentaram estruturagdo da comunidade mais
definida em profundidade, a ponto de distinguir facilmente grupos em cada camada
(Figura 8). A maior diferenciacdo de grupos ocorrida em A(A+E) e a aleatorizacéo
dos perfis de fungos nos demais plantios foram identificadas pela andlise de
similaridade de ANOSIM (Tabela 3).
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Figura 8 - Andlise de coordenadas principais (PCoA) dos perfis de bandas (18S

rRNA) referentes as comunidades de fungos totais num gradiente de

profundidade do solo. A),

plantio de A. mangium em sistema

monoespecifico (100A); B), plantio misto entre A. mangium e E. grandis,

com amostras coletadas na base da Acacia A(A+E); C) plantio de E.

grandis em sistema monoespecifico (L00E) e D), plantio misto entre A.

mangium e E. grandis, com amostras coletadas na base do Eucalipto

E(E+A)



53

Tabela 3 - Andlise de similaridade de ANOSIM baseada no algoritmo de Bray-Curtis.
Agrupamentos da comunidade de fungos totais (18S rRNA) em cada

plantio e profundidade estudados

100A R values al a2 a3
al - 0,3847* 0,2231*
a2 - - 0,2122*
a_3 - - -

A (A+E) al a2 as
al - 0,7123* 0,6077*
a2 - - 0,7088*
a_3 - - -

100E al a2 a3
al - 0,3244* 0,3776*
a2 - - 0,1776*
a_3 - - -

E (E+A) al a2 a3
al - 0,4398* 0,4183*
a2 ; - 0,1266*
a_3 - - -

*(p) significativo. Valores de R superiores a 0,75 indicam separacdo entre as amostras, R > 0,5
indicam separagdo com sobreposicdo e R < 0,5, as amostras ndo apresentam diferencas
significativas. “a1”, camadas superficiais do solo (0-100 cm); “a2”, camadas intermediarias (100-400
cm) e “a3”, camadas profundas (400-800 cm)

6.2.2.2 Influéncia dos sistemas de plantios na estrutura da comunidade

N&o foi detectada forte influéncia do sistema de plantio no perfil de fungos
totais do solo obtidos por DGGE. Os tratamentos 100E, 100A e E(E+A),
apresentaram alta semelhanca entre si, a qual foi percebida na PCoA e também na
ANOSIM. Estes plantios (100E, 100A e E(E+A)) apresentaram tendéncia de
separacao com o perfil da comunidade de fungos dos plantios mistos com amostras
coletadas na base da Acécia. Entretanto, a analise estatistica ndo confirmou essa
separacao, detectando apenas uma leve sobreposicdo entre as comunidades
(Tabela 4; Figura 9).
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Tabela 4 - Analise de similaridade de ANOSIM (algoritmo de Bray-Curtis) para
agrupamentos da comunidade de fungos totais do solo (18S rRNA) em

cada sistema de plantio

R values 100E E(E+A) 100A A(A+E)
100E 0 0,3471* 0,09362 0,4177*

E(E+A) - 0 0,2891*  0,5002*
100A - - 0 0,5668*

A(A+E) - - - 0

*(p) significativo. Valores de R superiores a 0,75 indicam separacado entre as amostras, R > 0,5 indica
separacao com sobreposicdo e R < 0,5 ndo apresentam diferencas significativas

6.2.2.3 Correlagéo do perfil da comunidade com dados ambientais

Globalmente, os atributos que mais contribuiram na estruturacdo da
comunidade de fungos totais nas camadas do solo foi a M.O.S, com percentual de
explicacdo equivalente a (AA = 17 %), seguida de acidez potencial (AA 18 %), P
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disponivel (AA = 20 %) e, com maior destaque, o valor de Al®*, que explicou (AA = 83
%) da variancia dos dados (Tabela 5A).

Quando o perfil de fungos foi analisado em géis de DGGE contendo amostras
de todos os tratamentos (plantios), os atributos fisicos e quimicos que tiveram
participacdo na estruturacdo da comunidade foi o pH (AA = 2 %), K* (AA = 3 %), AIP*
(AA = 4 %), H+Al (AA =5 %), Argila (ANA = 6 %) e, com maior expressao, os valores
de fosforo, os quais expressaram correlacdo positiva com o perfil da comunidade
presente no tratamento A(A+E), atingindo valor de lambda equivalente a (AA = 17 %)
(Tabela 5B; Figura 10). Dentre os fatores avaliados, os valores de Ca?*, Mg®*, Areia
e Silte n&o tiveram valores significativos a p < 0,05 (Tabela 5B).
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Tabela 5 - Analise de correlacdo dos atributos fisicos e quimicos do solo com os perfis de bandas de fungos totais do solo (18S

rRNA). A) perfis da comunidade de cada tratamento individual, incluindo todas as profundidades. B) Perfis da

comunidade quando avaliados todos os plantios juntos. Os valores de (AMA%) representam o percentual de explicagéo

de cada variavel e (p) seu respectivo indice de significancia

A)
Maneios pH P K* Ca? Mg?* AlR* H+AI Areia Silte Argila M.O.S
] AA p AA p AA p AA p AA p AA p AN p AN p AA p AA p Y p
100A 4% 0,020 - - - - - - - - - - 5% 0,022 5% 0,008 - - 10% 0,002 6% 0,014
100E 2% 0,036 10% 0,002 - - - - - - 29% 0,002 - - - - 5% 0,030 - - - -
A(A+E) 1% 0,062 10% 0,002 - - 5% 0,004 - - 37% 0,002 4% 0,054 - - - - - - 6% 0,010
E(E+A) 4% 0,018 - - - - 3% 0,002 - - 17% 0,002 9% 0,002 - - 5% 0,010 - - 5% 0,024
Total* 11% 20% - 8% - 83% 18% 5% 10% 10% 17%
* Soma das percentagens da explicacdo de cada tratamento avaliado
B)
pH P K Ca Mg Al H+Al Areia Silte Argila M.O.S
AA p AA p AA p AA p AN P AA p AA p AN p AA p AA p A p
Total 2% 0,002 17% 0,014 3% 0,040 - - - - 18% 0,034 5% 0,002 - - - - 6% 0,002 2% 0,004
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6.2.2.4 Abundéancia do gene ITS por qPCR

Nas reacdes de quantificacdo, o valor médio de eficiéncia (E) foi de 0,90, ao
passo que o valor de regressao logaritmica (R?) inserido na curva normal foi de 0,92.
Nas camadas superficiais do solo (0-20 cm), o tratamento 100E apresentou menor
valor de Logo (9,32) em relacdo aos demais, E(A+E) (10,43), 100A (9,73) e A(A+E)
(9,83). Contudo, ndo foram detectadas diferencas significativas entre os valores
(Figura 11). De forma geral, ocorreu uma queda exponencial no nimero de copias
do gene ITS com o aumento da profundidade, principalmente entre os pontos P2 e
P5 (20 cm a 200 cm). A partir dessa camada, os tratamentos 100A e A(A+E)
apresentaram menor abundancia do gene ITS, quando comparados com os plantios
puros e mistos de Eucalipto. De forma similar & quantificacéo realizada para o gene
16S, o plantio 100E, quando analisado em profundidade, possui maior abundancia
dos genes 16S e ITS (Figura 11).
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Figura 11 - Namero de copias do gene ITS rRNA por grama de solo nos tratamentos
e profundidades amostradas. |P1| 0-20 cm; |[P2| 20-50 cm; |P3| 50-100
cm; |P4| 100-200 cm; |[P5] 200-300 cm; |P6| 300-400 cm; |[P7| 400-500
cm; |P8] 500-600 cm; |P9| 600-700 cm e |P10| 700-800 cm
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6.2.3 A comunidade de fungos formadores de micorrizas arbusculares
6.2.3.1 Influéncia da profundidade do solo na estrutura da comunidade

No tratamento 100A, os perfis de DGGE da comunidade de FMA presentes nas
camadas “a1” e “a2” foram semelhantes na andlise de PCoA e similaridade de
ANOSIM. Contudo, estes agrupamentos foram totalmente distintos dos perfis
formados em profundidade (“a3”). Fato similar foi constatado no tratamento A(A+E)
(Figura 12). Os perfis de DGGE de FMA presentes na monocultura do Eucalipto
apresentaram carater disperso, sendo possivel diferencia-los dos demais
agrupamentos, com valores significativos, apenas na comunidade presente na
camada de 0-20 cm. O tratamento misto, com amostras coletadas na base do
Eucalipto, estruturaram mais a comunidade de FMA em profundidade, tendo

separacao significativa de grupos em todas as camadas (Figura 12; Tabela 6).



PCO2 (14,5% of total variation)

PCO2 (21,7% of total variation)

59

60 T

40—
A 0 B
° » )
) ®
* v
° __ 404
20+ S *
x T o >
.
X & s 07T *
e 2
0+ X 5
x X ¥ v L o ¢ vV v
* v D ot + A® v
v ha) X
e} 42X X
20+ Q + ®
20+ # -~ e
@
v
'40 1 1 1 1 1 ] '40 | 1 1 1 1 ]
I T T T T 1 I T T T T 1
-60 -40 -20 0 20 4( -40 -20 0 20 40 6C
PCO1 (38.8% of total variation) PCO1 (34.4% of total variation)
.]C "D
40 + ) ) x X
% *
* % = 2l xe
20 + + S e 0
Tox ¢ z ot
¢ o ¢ g x @
v + 2 v ¢ L 2
0+ * o '3 g
e © Z o+
* vY S
v S
& v
-20 T ~
E 3 Y v Vv
v 3 v v
v v a -20+ b3 %
40 +
v
-60 5 1 I I I I | -40-+, ! ! ! ! |
I T T T T T 1 T T T T T 1
-60 -40 -20 0 20 40 6( -60 -40 -20 0 20 4(
PCO1 (20.7% of total variation) PCO1 (30.8% of total variation)

0-20cm ¥ 20-50cm [ 50-100cm 9100-200cm @ 200-300cm +300-400cm X 400-500cm 3 500-600cm £ 600-700cm V 700-800cm

Figura 12 - Analise de coordenadas principais (PCoA) dos perfis de bandas (18S

rRNA) referentes as comunidades de FMA num gradiente de
profundidade do solo. A), plantio de A. mangium em sistema
monoespecifico (L00A); B), plantio misto entre A. mangium e E. grandis,
com amostras coletadas na base da Acacia A(A+E); C), plantio de E.
grandis em sistema monoespecifico (100E) e D), plantio misto entre A.
mangium e E. grandis, com amostras coletadas na base do Eucalipto
E(E+A)
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Tabela 6 - Andlise de similaridade de ANOSIM baseada no algoritmo de Bray-Curtis.

Agrupamentos da comunidade de fungos micorrizicos arbusculares (18S

rRNA) em cada plantio e profundidade estudados

100A R values al a2 a3
al 0 0,294* 0,8648*
a2 - 0 0,7002*
a3 - - 0

A (A+E) al a2 a3
al 0 0,1967* 0,678*
a2 - 0 0,633*
a3 - - 0

100E al a2 a3
al 0 0,7417* 0,219
a2 - 0 0,1106
a3 - - 0

E (E+A) al a2 a3
al 0 0,7013* 0,7654*
a2 - 0 0,7388*
a3 - - 0

*(p) significativo. Valores de R superiores a 0,75 indicam separacdo entre as amostras, R > 0,5
indicam separacdo com sobreposicdo e R < 0,5, as amostras ndo apresentam diferencas
significativas. “a1”, camadas superficiais do solo (0-100 cm); “a2”, camadas intermediarias (100-400
cm) e “a3”, camadas profundas (400-800 cm)

6.2.3.2 Influéncia dos sistemas de plantios na estrutura da comunidade

Houve influéncia do sistema de plantio sobre a estrutura da comunidade de
FMA do solo. Os agrupamentos de FMA formados nos plantios E(E+A) e 100A
apresentam alta similaridade entre si pela analise de ANOSIM, tendo semelhanca,
com sobreposicdo, com amostras do plantio monoespecifico de Eucalipto.
Contrariamente, os perfis de DGGE de FMA do solo com plantios mistos e amostras
coletadas na base da Acécia, apresentaram separacdo significativa dos demais
plantios, apresentando valores de Raray-curtisy Superiores a 7, ficando os mesmos

coordenados separadamente na PCoA (Figura 13; Tabela 7).
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Figura 13 — Andlise de coordenadas principais (PCoA) referentes a comunidade de

fungos micorrizicos arbusculares (18S rRNA) em sistemas de plantios

monoespecificos e mistos de E. grandis e A. mangium

Tabela 7 - Analise de similaridade de ANOSIM (algoritmo de Bray-Curtis) para

agrupamentos da comunidade de fungos micorrizicos arbusculares

(18S rRNA) em cada sistema de plantio

R values 100E E(E+A) 100A A(A+E)
100E 0 0,5456*  0,6193*  0,7621*
E(E+A) - 0 0,2788*  0,7619*
100A - - 0 0,7577*
A(A+E) - - - 0

*(p) significativo. Valores de R superiores a 0,75 indicam separagdo entre as amostras, R > 0,5 indica
separacdo com sobreposicdo e R < 0,5 ndo apresentam diferencas significativas

6.2.3.3 Correlagéo do perfil da comunidade com dados ambientais

Os atributos que contribuiram para a estruturacdo da comunidade de FMA em

profundidade foi pH, com percentual de explicacao equivalente a (A A% = 12 %), Silte
e Argila (AMA% = 5 %), Areia (AMA% = 11 %) e Ca (AMA% = 9 %). Os valores de AI’*, P
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disponivel, H+Al e M.O.S apresentaram maior destaque, com valores de AA = 66 %,
57 %, 47 % e 17 % respectivamente (Tabela 8 A).

Quando comparados os perfis da comunidade de FMA em todos os plantios em
um unico gel, os valores que mais explicaram a variacdo nos dados foi pH (AM% =1
%), H+Al (MA% = 6 %), Argila e M.O.S (AMA% = 7 %) e, em maior propor¢cao, os
valores de P, que tiveram (AMA% = 31 %) de explicacao (Tabela 8B; Figura 14).
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Figura 14 - Andlise de redundancia (RDA) entre os perfis da comunidade de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) do solo e os atributos fisicos e

guimicos dolo solo
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Tabela 8 - Analise de correlacdo dos atributos fisicos e quimicos do solo com os perfis de bandas de fungos micorrizicos

arbusculares (18S rRNA). A) perfis da comunidade de cada tratamento individual, incluindo todas as profundidades. B)

Perfis da comunidade quando avaliados todos os plantios juntos. Os valores de (AMA%) representam o percentual de

explicacdo de cada variavel e (p) seu respectivo indice de significancia.

A)
Maneios pH P K+ Ca?* Mg2* Al3* H+Al Areia Silte Argila M.O.S
] A p A p A p A p A p AA p AA p AA p AA p A p AA p
100A 3% 0,090 11% 0,002 - - - - - - 4% 0,034 24% 0,002 11% 0,002 5% 0,012 - - 5% 0,012
100E - - - 0,001 - - - - - - 15% 0,002 - - - - - - 5% 0,002 3% 0,044
A(A+E) - - 13% 0,040 - - 3% 0,072 - - 27% 0,002 19% 0,002 - - - - - - 5% 0,002
E(E+A) - - 33% 0,034 - - 6% 0,004 - - 20% 0,002 4% 0,010 - - - - - - 4% 0,010
Total* 3% 57% - 9% - 66% 47% 11% 5% 5% 17%
* Soma das percentagens da explicacdo de cada tratamento avaliado
B)
pH P K+ Ca?* Mg2* Al3+ H+Al Areia Silte Argila M.O.S
AA p AA p AA p A p A p A p AA p AA p AA p AA p AA p
Total 1% 0,003 31% 0,010 - - - - 1% 0,002 - - 6% 0,004 - - - 7% 0,004 7% 0,002
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6.2.3.4 Percentual de colonizac¢éao radicular por FMA e ECM

Os percentuais de colonizag&o radicular por FMA foram baixos em todos 0s
tratamentos estudados, até mesmo quando foram avaliadas raizes coletadas nas
camadas superficiais de solo (0-100 cm) (Tabela 9). Houve forte reducdo da
colonizagéo radicular com o aumento da profundidade do solo, sendo esta mais
pronunciada nos plantios mistos. Dentre os tratamentos avaliados, a monocultura do
Eucalipto (100E) apresentou maior colonizacdo, tanto em superficie, quanto em
subsuperficie, com excecdo da camada 400-800 cm, a qual ndo diferiu

significativamente da 100A (Tabela 9).

Tabela 9 — Percentual de colonizacdo radicular por FMA em plantios puros (100A e
100E) e mistos (A(A+E) e E(E+A)) de E. grandis e A. mangium. Letras
minuUsculas diferenciam os tratamentos (linhas) e mailsculas as

profundidades do solo (colunas) pelo teste de Tukey p> 0,05

0-100 cm 100-400 cm 400-800 cm
(%) de colonizacdo FMA
1002 7,1 aA 0,4 aB 0,4 aB
A(A+E) 2,0 bA 0,3 aB 0,0 bC
100E 9,3cA 1,3bB 0,4 aC
E(E+A) 0,7 dA 0,1cB 0,0 bC

*0-100 cm = Y x (P1+P2+P3); 100-400 cm = Y x (P4+P5+P6) e 400-800 cm = } X (P7+P8+P9+P10)

O tratamento 100E apresentou, quando comparado aos demais, maiores
valores de colonizagéo radicular por ECM em todas as camadas de solo avaliadas
(Tabela 10). A monocultura da Acacia teve percentual de colonizacdo semelhante
com os plantios mistos A(A+E) e E(E+A) e estes, nado diferiram significativamente
entre si (Tabela 10).
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Tabela 10 — Percentual de colonizagéo radicular por ECM em plantios puros (100A e
100E) e mistos (A(A+E) e E(E+A)) de E. grandis e A. mangium. Letras
minusculas diferenciam os tratamentos (linhas) e mailsculas as

profundidades do solo (colunas) pelo teste de Tukey p> 0,05

0-100 cm 100-400 cm 400-800 cm
(%) de colonizacdo ECM
100A 33,3aA 17,0 aB 12,0 aC
A(A+E) 34,6 aA 16,6 aB 10,6 bC
100E 52,3 bA 25,6 bB 18,3 cC
E(E+A) 33,0 aA 16,0 aB 9,0dC

*0-100 cm = yX (P1+P2+P3); 100-400 cm = y X (P4+P5+P6) e 400-800 cm = y X (P7+P8+P9+P10)

6.2.3.6 Abundancia de esporos e identificacdo morfolégica de FMA

De modo geral, houve baixa abundancia de esporos de FMA em todos os
plantios e camadas do solo avaliados. Na camada superficial (0-100 cm), o
tratamento 100E apresentou menor abundancia de esporos (28 esporos), ao passo
gue os demais apresentaram de 62 A(A+E); 71 (100A) a 74 E(E+A) esporos (Tabela
11). Na camada 100-400 cm, o tratamento 100A apresentou, em relagédo aos demais
tratamentos, maior abundancia de esporos (29 esporos). Nas camadas abaixo de
400 cm, o numero de esporos nao foi maior que 7 em nenhum dos tratamentos
(Tabela 11).
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Tabela 11 — Abundancia e diversidade de esporos viaveis de FMA (50 g solo!) em plantios puros e mistos de E. grandis e A.
mangium. Em 100A, monocultura da A. mangium; A(A+E) A. mangium presente no plantio misto; 100E, monocultura

do E. grandis e E(E+A), E. grandis presente no plantio misto

100A* A(A+E) 100E E(E+A)

0-100 cm 100-400 cm  400-800 cm 0-100 cm 100-400 cm  400-800 cm 0-100 cm 100-400 cm  400-800 cm 0-100 cm 100-400 cm 400-800 cm
Acaulospora delicata 1 - - - - - 1 - - 7 - -
Acaulospora foveata (Trappe; 7 5 5
Janos) } - - - - - - . ;
Acaulospora lacunosa
(Morton) 14 1 - - - - - - - 16 - -
Acaulospora leavis - - - 21 - - - - R 2 1 2
Acaulospora mellea (Spain, 13 18 5 9 1 1 3 1 ) 9 9 1
Schenck)
Acaulospora tuberculata 1 - - - - - 2 - - - - -
Gigaspora margarita 3 - - - - - 2 - - 4 - -
Gigaspora rosea (Nicolson & 2 i i i i i i i ) ) ) )
Schenck)
Gigaspora sp. 1 - - - - 7 1 - 1 - -
Glomus macrocarpum 2 3 - - 2 - - - - 4 -
Glomus sp. 1 17 6 - - - - 4 - 1 16 - 1
Intraornatospora intraornata 1 - - - - - 3 - - - - -
Intraornatospora sp. 1 - - - - - - - 1 - - - -
Racocetra beninenses - - - 28 - - 1 - - - - -
Scutellospora callospora 5 - - - - - 1 - - 7 - -
Scutellospora sp. 1 - 1 - - - - 2 1 - - - -
N&o identificado 6 - - - - - - - - - 3
Abundancia 71 29 2 62 3 1 28 4 1 74 3 7
Rigueza (R) 12 5 1 3 1 0 6 3 1 10 2 3
indice de Shannon 0,5 0,25 0,1 0,2 0,1 0,03 0,4 0,25 0,03 0,39 0,21 0,09

*0-100 cm = ¥ (P1+P2+P3); 100-400 cm = ¥ (P4+P5+P6) e 400-800 cm = ¥ (P7+P8+P9+P10)
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Foram encontradas dezesseis espécies de FMA em todos os tratamentos
(Tabela 10). Os géneros mais abundantes de FMA foram Acaulospora (R= 6),
Gigaspora (R= 3), Glomus (R= 2), Intraornatospora (R= 2), Racocetra (R= 1),
Scutellospora (R= 2) e 9 esporos nao identificados devido a limitagdes de qualidade
da parede externa. O género Acaulospora, além de apresentar a maior riqueza de
espécies, também apresentou maior abundancia relativa em todos os tratamentos e
camadas de solos analisados. Dentre as espécies, Acaulospora mellea, esteve
presente na maioria dos plantios e apresentou, quando comparada com as demais,
maior abundancia de esporos. Esta mesma espécie, Acaulospora mellea, apesar da
baixa abundancia de esporos, esteve, na maioria das vezes, presente nas camadas
do solo abaixo de 100 cm (Tabela 10).

A maior riqueza de espécies foi encontrada nas camadas 0-100 e 100-400 cm
dos tratamentos 100A e no plantio misto com amostras coletadas na base do
Eucalipto E(E+A). No tratamento A(A+E), apesar de apresentar 62 esporos viaveis
na camada 0-100 cm, foram constatados os menores indices de diversidade e baixa

riqueza de espécies, com apenas trés espécies identificadas.
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7 DISCUSSAO

7.1 Atributos fisicos e quimicos do solo

Foram encontrados valores de pH baixos nas camadas superficiais dos solos
de todos os tratamentos, principalmente onde plantas de Acacia estavam presentes.
Essa situacdo, tipica de solos florestais, ocorre, possivelmente, devido & maior
liberacdo de acidos organicos pelas raizes das plantas e por parte dos micro-
organismos durante a decomposicdo da M.O.S (YAMASHITA et al., 2008). Mesmo
nas camadas superficiais (0-20 cm), o solo de todos os tratamentos apresentava
valores de V % menores que 50 %, com baixa SB e CTC, sendo enquadrado como
solo distrofico, caracteristica tipica de Latossolos (EMBRAPA, 1999). Os valores de
matéria organica se reduziram drasticamente com o aumento da profundidade do
solo. A alocacdo de M.O.S foi semelhante em ambas as monoculturas e apresentou
leve reducdo nos plantios consorciados (Anexo B), conforme foi constatado por
Forrester et al. (2005). Nao foram encontradas diferenciagbes marcantes nos valores
de P disponivel no solo dos diferentes tratamentos, com excecdo do tratamento
A(A+E), que apresentou o menor valor. Todavia, em outro trabalho, com plantios
mistos de E. globulus e A. mearnsii foi constatado maior incremento de P no solo
devido a quantidade de serapilheira depositada na superficie do solo (FORRESTER
et al., 2005). Os tratamentos 100A, A(A+E) e E(E+A) apresentaram menores valores
de APR* e Ca?" quando comparados com Eucalipto puro (Anexo B). Salvo essas
excecoes, outros atributos como SB, CTC, V%, Mg?*, K*, H+Al, ndo foram afetados

pelo sistema de plantio adotado.

7.2 Influéncia da profundidade do solo na estrutura das comunidades

microbianas

Os perfis das comunidades microbianas se agruparam fortemente nas
camadas de 0-100 cm na maioria de todos os tratamentos. Isso pode ter ocorrido
devido ao fornecimento constante de C e outras fontes de nutrientes oriundos da
exsudacao radicular, além da deposicéo e decomposicéo de serapilheira na camada
superficial do solo. Esses resultados, aliados as interacdes e variagbes mais amplas
(diarias e sazonais) das variaveis citadas, podem ter modulado de forma intensa o

perfil desses grupos, tornando-os mais semelhantes.
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Contudo, nas camadas do solo entre 100-400 cm, a maioria dos perfis
microbianos se mostrou bastante distinta dos que foram formados em superficie.
Pesquisas recentes mostraram que, em camadas abaixo de 100 cm, podem
prevalecer micro-organismos que desempenham funcdes totalmente diferentes das
desempenhadas em camadas superficiais do solo (HUANG et al., 2014). Além do
mais, camadas do solo abaixo de 100 cm pode abrigar parte consideravel dos micro-
organismos, ao quais podem ter importante participacdo nos ciclos biogeoquimicos
dos ecossistemas (FRITZE et al., 2000; BLUME et al., 2002).

Nas camadas do solo abaixo de 400 cm de profundidade, os perfis das
comunidades microbianas exibiram agrupamentos com estruturacao pouco definida.
Nestas camadas, algumas condicBes se tornam limitantes para o crescimento
microbiano, como a menor alocacdo de matéria organica, diferenciacdo na
guantidade e qualidade de exsudatos, assim como pouca difusdo de oxigénio
(SCHENCK, 2005). Contrariamente, as variaveis atuantes na superficie do solo,
como concentracdo de nutrientes, umidade, temperatura, sofrem variacbes mais
bruscas do que em profundidades maiores. A menor variacdo desses atributos
sugere que provavelmente ocorra pouca variabilidade genética nos horizontes
profundos (BRADY; WEIL, 2002). Tais condi¢cdes, agindo conjuntamente, podem
fazer com que os processos genéticos e metabodlicos nas camadas mais profundas
ocorram de forma mais aleatoéria, levando a formacdo de agrupamentos dispersos e,
consequentemente, pouco similares entre si.

Além do mais, a andlise de similaridade de ANOSIM mostrou que alguns
agrupamentos microbianos formados em camadas superficiais possuem forte
semelhanca com outros que ocupam nichos em profundidade abaixo de 400 cm.
Talvez, parte da comunidade microbiana que habita camadas mais profundas seja
formada por uma diluicdo das comunidades microbianas de superficie (EILERS et al.
2012).

7.3 Influéncia dos sistemas de plantios (E. grandis x A. mangium) na estrutura

das comunidades microbianas do solo

Alguns estudos tém mostrado mudancas nos perfis da comunidade

microbiana do solo em resposta a diferentes sistemas de manejo (PEIXOTO et al.,
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2010; RACHID et al., 2012, 2013), assim como mudancas impostas pelas espécies
vegetais nessas comunidades (LIU et al., 2010).

Neste trabalho, a comunidade bacteriana respondeu aos tratamentos.
Grupos bacterianos presentes nos tratamentos mistos A(A+E) e E(E+A) se
integraram com o0s de monocultura da A. mangium. Nos plantios mistos, a A.
mangium talvez seja a espécie que mais influencie a estruturacdo das comunidades
bacterianas do solo, o que sugere que plantas de E. grandis, quando plantadas na
auséncia de plantas de Acacia, selecionem grupos distintos de bactérias no solo. Em
plantios mistos de E. urograndis e A. mangium, com desenho experimental
semelhante ao aqui descrito, a comunidade bacteriana superficial (0-15 cm) no
plantio misto apresentou posi¢cao intermediaria entre as comunidades presentes nas
monoculturas avaliadas, expressando caracteristicas de ambos plantios puros
(RACHID et al. 2013). Contudo, nesse ultimo estudo, ndo foram coletadas amostras
na base de cada espécie vegetal dentro do plantio misto. Os autores detectaram que
0s conteudos de nitrogénio no solo, tanto nitrico quanto amoniacal, oriundos da
insercao de arvores leguminosas no plantio, pode ter sido o fator preponderante nas
alteracdes das comunidades de bactérias nos plantios mistos de E. urograndis e A.
mangium (RACHID et al., 2013), fato esse também reportado por outros autores em
solos florestais (HUANG et al., 2014).

De acordo com os perfis de DGGE, o grupo de fungos sofreu mais influéncia
de plantas de Acacia mangium quando estas estavam presentes em sistema de
consorcio, principalmente os FMA. Na analise de correlagédo por RDA, a estrutura da
comunidade de FMA do tratamento A(A+E) teve correlacdo significativa com o0s
valores de fosforo no solo, sendo este o plantio que apresentou os menores valores
de P disponivel. Isto sugere que a reducéo dos valores de P no solo se correlaciona
diretamente com a comunidade de fungos, em especial os FMA presentes nos
plantios mistos, fazendo com que a A. mangium, mesmo quando presente em
sistema de consorcio, selecione uma comunidade de FMA especifica no solo.

Segundo Wakelin et al. (2008), mudangas na estrutura das comunidades
microbianas ocorrem, principalmente, por influéncia de praticas agricolas adotadas e
por intermédio da vegetacdo dominante na area. As espécies de plantas presentes
na area podem influenciar as comunidades (GRAYSTON et al., 2001; KOURTEV et
al.,, 2002, GARBEVA et al., 2006) por diversos fatores, como a liberacdo de
compostos de C via sistema radicular (BERTHRONG et al., 2009), profundidade de
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enraizamento (GREGORY, 2006), deposicao de serapilheira, compostos alelopaticos
(KASEL et al., 2008; LORENZO et al., 2010) e até mesmo efeitos sobre o pH do
solo, umidade e niveis de nutrientes (LYNCH; WHIPPS 1990, WARDLE, 1992). A
implantacdo de monoculturas (culturas anuais e florestas, por exemplo), podem
causar alteracbes nas comunidades microbianas presentes no solo e,
consequentemente, nos papeis ecoldgicos que 0s micro-organismos desempenham
(LUMINI et al., 2010; BISSETT et al., 2011).

7.4 Correlacdo dos atributos fisicos e quimicos do solo com os perfis das

comunidades microbianas do solo

Sabe-se que, a medida que aumenta a profundidade do solo, é normal que
ocorra reducdo nos niveis de M.O.S e nos macro e micro nutrientes, fato que pode
ter reflexo direto nas comunidades microbianas nesses ambientes (MENDES, 2009).
Foram encontradas poucas informacdes na literatura sobre os fatores que
determinam a estrutura da comunidade em profundidade. Contudo, existe uma série
de fatores que pode determinar a estrutura da comunidade microbiana em solos de
florestas, tais como a quantidade e qualidade da serapilheira, exsudatos radiculares,
matéria organica, atributos quimicos e fisicos do solo e outros (HAMMAN et al.,
2007). Segundo Huang et al. (2014), a insercdo de arvores leguminosas podem
contribuir, nas mudancas da estrutura da comunidade em plantios mistos com A.
mangium, devido a maior insercdo de nitrogénio no solo. Outros estudos também
demonstram que a comunidade microbiana ndo apenas responde a praticas
agricolas, mas também aos atributos fisicos e quimicos do solo (XUE et al., 2010).

A elevagédo dos valores de NOs e NH4* por meio da insergcdo de A. mangium
pode ser, possivelmente, um importante fator na estruturacdo das comunidades
microbianas no solo (RACHID et al., 2013; HUANG et al., 2014). Segundo Huang et
al. (2014), a maior homogeneizagdo da comunidade bacteriana em plantios mistos
com Acécias pode ocorrer devido a predominancia de grupos de bactérias que se
adaptam melhor as condigbes menos variaveis de certos nutrientes, como o N, por
exemplo. A estrutura e composi¢cdo da comunidade microbiana no solo é controlada
por interacbes complexas entre as plantas (BUTLER et al., 2004), principalmente
pela alocacao de C pela planta, qualidade e atividade dos exsudatos na rizosfera e
deposicao de serapilheira rica em nutrientes (MYERS et al., 2001; LECKIE, 2005).
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Portanto, outros fatores, ndo mencionados e explorados nesse trabalho, podem
estar contribuindo nas alteragbes da comunidade microbiana e diferenciacdo dos
grupos que foram apresentados, como os valores de umidade do solo, temperatura,
densidade, micronutrientes e outros.

Sendo assim e considerando a natureza dindmica dos micro-organismos, nao
€ possivel ter-se certeza que apenas os fatores avaliados sdo 0s responsaveis por
tal estruturacao e, por isso, sugerimos que “a disponibilidade de recursos no solo”
(independentemente de quais sejam) € o fator genérico mais provavel que esteja
relacionado com as alteragdes na estrutura e composicdo das comunidades

microbianas nos horizontes profundos do solo.

7.5 Andlise de PCR em tempo real (qPCR)

N&o ocorreram diferencas significativas no nimero de copias do gene 16S e
ITS em camadas de 0-20 cm nos tratamentos puros e mistos aqui relatados. Rachid
et al. (2013) também ndo detectaram diferencas na abundéncia de copias do gene
16S e nifH em sistema de consorcio semelhante, nessa profundidade, corroborando
os resultados deste trabalho. Porém, no trabalho de Rachid (2013), a abundancia de
copias do gene ITS sofreu influéncia dos tratamentos avaliados, diferentemente dos
valores encontrados na presente pesquisa, na qual nado foram detectadas diferencas
significativas na quantidade do gene ITS nas camadas superficiais do solo de todos
0s tratamentos.

Na maioria das vezes, foi possivel visualizar uma reducao na abundéancia de
copias dos genes 16S e ITS com o aumento da profundidade do solo (Figura 7).
Trabalhos envolvendo a quantificacdo desses genes (16S e ITS) em camadas
profundas do solo sdo escassos na literatura, principalmente nesses sistemas de
plantios. Contudo, apesar da diminuicdo exponencial e da caréncia de estudos da
biomassa microbiana com o aumento da profundidade, alguns autores relatam que
ainda assim ocorre a presenca de células microbianas metabolicamente ativas
nessas camadas (BLUME et al., 2002; FIERER et al., 2003; BUSS et al., 2005).

A monocultura do Eucalipto apresentou maior nimero de copias dos genes
16S e ITS (g de solo 1) nas camadas profundas (abaixo de 400 cm), chegando em
10% (16S) e 41,81% (ITS) a mais do que nos outros tratamentos. A monocultura do

Eucalipto apresenta, quando comparada aos demais tratamentos, maior biomassa
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de raizes em profundidade (dados ndo apresentados). Neste plantio, talvez ocorra
um maior efeito rizosférico nas camadas profundas, sendo este, possivelmente, o
principal fator que determine o maior nUmero de cépias nessas camadas em relacao

aos demais plantios.

7.6 Colonizacao radicular por FMA, ECM e abundancia de esporos de FMA

Foram encontrados baixos valores de colonizagdo por FMA no presente
trabalho. Porém, altas taxas de colonizagcdo por FMA foram encontradas nessa
mesma area e nos mesmos sistemas de plantios puros e mistos de E. grandis e A.
mangium (BINI, 2013). Contudo, naquele trabalho, foram avaliadas raizes na
camada de 15 cm de profundidade do solo e o plantio estava nos estagios iniciais de
desenvolvimento (entre 2 e 20 meses). Em Eucalipto, varios pesquisadores
constataram uma maior dependéncia e um maior investimento por parte da planta
em estabelecer simbiose com FMA nos primeiros estagios de desenvolvimento,
sendo estes reduzidos em plantios mais maduros (ZANGARO et al., 2003, 2007).
Em plantios com maior tempo de implementacdo é comum haver predominancia de
colonizacdo das raizes por ECM. Contudo, é valido ressaltar que ndo apenas a
idade da planta pode interferir na colonizacdo radicular, mas diversos fatores
edafocliméaticos podem estar envolvidos, como os valores de pH do solo, nutrientes
minerais e outros (CARDOSO et al., 2010). Embora tenham ocorrido valores baixos
de colonizagao, a monocultura do Eucalipto apresentou a maior taxa colonizacao por
FMA em relacdo aos demais plantios, ao contrario dos resultados encontrados por
Bini (2013), que encontrou maiores indices de colonizacdo por FMA nas plantas de
A. mangium, em plantios com até 20 meses.

Os baixos valores de colonizagdo por FMA encontrados podem estar
relacionados a diversos fatores, entre eles a baixa quantidade de propagulos com
potencial de iniciar a colonizacdo micorrizica, sendo este fator mais agravante nas
camadas abaixo de 100 cm de profundidade; a quantidade de raizes finas, visto que
os FMA sdao biotréficos obrigatérios e necessitam dessas estruturas para dar inicio a
simbiose, fornecer fontes carbonadas, e outros (CARDOSO, 2003; BONFIM, 2011).
Resultados semelhantes a este, nos quais os percentuais de colonizagéo por FMA
reduziram com o aumento da profundidade do solo, também foram encontrados em

outros sistemas, de acordo com Oehl et al. (2005), em areas de pastagem, milho e
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vinhedo, com Jakobsen e Nielsen (1983), em plantios de ervilhas e trigo e com
Bonfim (2011) em plantas da Mata Atlantica no estado de Sao Paulo.

Além destes fatores, a forma de coleta, na qual foram amostradas raizes na
base de cada planta, pode ter influenciado na colonizacédo por FMA. Bonfim (2011),
em florestas de Mata Atlantica no estado de S&o Paulo, percebeu um aumento
surpreendente nos valores de colonizacdo radicular quando deixou de realizar
coletadas na base da planta e passou a realiza-las a um metro de distancia do
tronco das arvores.

De forma contraria aos FMA, os valores de colonizagdo por ECM foram bem
mais elevados. A monocultura do Eucalipto se destacou, apresentando, quando
comparado aos demais plantios, maiores indices de colonizacdo por ECM. Ha
relatos na literatura que plantas de E. grandis, com o avancar do plantio, elevam seu
grau de associacdo com fungos ectomicorrizicos e, consequentemente, os valores
de colonizagéo por FMA sao gradativamente reduzidos (SANTOS et al., 2001).

Em sistemas de plantios semelhantes (2-3 anos de idade), utilizando
pirosequenciamento, pesquisadores encontraram no solo (0-10 cm) pouquissimas
sequéncias (~0,1 %) de fungos pertencentes ao filo Glomeromycota. Entretanto, alta
diversidade de géneros pertencentes aos filos Basidiomycota e Ascomycota foi
reportada (RACHID, 2013). Dentre os géneros mais abundantes, destacaram-se o
Pisolithus e Scleroderma, dois géneros de fungos que sao potencialmente
formadores de ectomicorrizas, tanto em plantas de Eucalipto, quanto de Acacia
(DIAGNE et al., 2013; DUCOUSSO et al., 2012).

No presente trabalho foi feito um levantamento de esporos de FMA até a
profundidade de 8 metros. Como esperado, as camadas superficiais do solo (0-100
cm), continham maior abundancia de esporos. Este mesmo comportamento ja foi
relatado em outros sistemas (BELLGARD, 1993; OEHL et al.,, 2005; LOVERA,
CUENCA, 2007). Em relacdo aos outros plantios, o tratamento 100E apresentou
menor abundancia de esporos, embora tenha apresentado maior colonizagdo por
FMA. Isto poderia justificar a menor abundancia de esporos de FMA nesses plantios,
sugerindo que um ndamero maior de esporos germinou e conseguiu colonizar as
raizes de eucalipto.

O plantio misto, com amostras coletadas na base da Acacia A(A+E),
apresentou 62 esporos na camada 0-100 cm. Porém, apesar da quantidade de

esporos, a riqueza de espécies nesse tratamento foi muito baixa, sendo encontradas
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apenas as espécies Acaulospora leavis, Acaulospora mellea e Racocetra
beninenses. Além disso, a maior quantidade de espécies encontradas foi
pertencente ao género Acaulospora. Esse fato pode ter ocorrido devido a adaptacao
do género aos baixos valores de pH (pH 4 a 6), visto que ja foi reportada maior
frequéncia desse género de FMA em solos com essas condicdes (LAMBAIS;
CARDOSO, 1988).



77

8 CONCLUSAO

e Foram encontradas comunidades bacterianas e fangicas ao longo de todo o
comprimento das raizes de Eucalipto e Acéacia, pelo menos até 8 m de
profundidade, o que confirma nossa hipotese de trabalho.

e Foi detectada a presenca de esporos de FMA, de DNA originario de FMA e de
estruturas de ectomicorrizas até a mesma profundidade.

e O numero e a diversidade de fungos foi geralmente maior nas camadas mais
superficiais do solo, embora com variacdes de um plantio para outro.

e Foram encontradas mudancas significativas nas estruturas das comunidades
microbianas. Tais mudancas foram acentuadas tanto em profundidade, quanto
entre os tratamentos estudados.

e Plantios puros de Eucalipto selecionaram grupos especificos de bactérias no
solo e se diferenciar dos outros trés sistemas.

e A. mangium, mesmo estando presente no sistema de consorcio, tenderam a
selecionar grupos de FMA distintos dos demais sistemas estudados.

e Nas camadas superficiais do solo ndo foram detectadas diferengas na
abundéancia dos genes 16S e ITS. Porém, houve forte reducdo desses valores
com o aumento da profundidade do solo.

e Foram encontrados baixos valores de colonizacdo radicular por FMA, assim
como baixa abundancia de esporos. Contrariamente, os valores de coloniza¢ao

por ECM foram bem mais elevados.

Avaliagbes ecolégicas das comunidades microbianas nos horizontes
profundos de solos sé@o pouco conhecidas. Ndo apenas 0S micro-organismos
superficiais, mas também agueles que ocupam habitats profundos podem ter
significativa importancia no sequestro de carbono no solo, nos ciclos biogeoquimicos
e na formacédo de novas camadas do solo. Até onde nos foi possivel verificar, esta €
a primeira vez que se faz um estudo sistematico sobre as comunidades microbianas
em profundidade de até 8 m no solo, avaliando-se florestas jovens (4 anos)
plantadas em sistema de monocultura e em consércio entre E. grandis e A.
mangium. Nossos resultados revelam a importancia de incluir as principais camadas

de um perfil de solos nas analises, especialmente quando se estudam arvores com



78

7

sistema radicular profundo. Desta forma, € possivel observar a ecologia das
comunidades de uma forma mais holistica nos solos. Sugerimos que abordagens de
sequenciamento e identificacdo desses grupos microbianos devam ser aplicadas em
trabalhos futuros, os quais serdo de grande importancia para o entendimento das

possiveis fun¢des que sdo desempenhadas nos habitats aqui estudados.
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Apéndice A - A) Pontos de P1 a P10 (profundidades amostradas); E= espacamento

entre plantas (3 m); L= largura da trincheira (0,6 m) e C= comprimento
da trincheira (1,80 m). R1-R4= N° de repeti¢cdes. B) dimensionamento

inicial da trincheira e retirada das primeiras amostras

A)

0-20cm

20-50cm

50-100cm c —

100-200cm

200-300cm

1,300-400cm

400-500cm

/500-600cm

600-700cm

700-800cm
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Apéndice B - Radiculas com ramificacdes curtas modificadas associadas a raizes de
Eucalyptus grandis. Em A- P1 (0-20 cm); B- P2 (20-50 cm); C- P3 (50-

100 cm e assim, a cada um metro, até o P10 (700-800 cm)
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Anexo A - Atributos quimicos referentes aos perfis coletados na trincheira dos plantios
puros (100A), (100E) e mistos A(A+E) e E(A+E).

Profundidade pH P K Ca Mg Al H+Al SB CTC \Y M
(cm) (KCl)  mg.kgt mmolc.kg? % %
Acacia Mangium (100A)
P1.0-20 3,0a 2,4a <*0,3a <2a la 7a 39a 1,5a 40,4a 4a 292
P2. 20-50 4,2b 1b <0,3a <2a <la 5a 20b 1,1b 21,5b 5a 83b
P3. 50-100 4,2b 1b <0,3a <2a <la 3b 20b 1,1b 21,5b 5a 80b
P4. 100-200 4,3b 1b <0,3a <2a <la 3b 19b 1,1b 19,7b 6a 74b
P5. 200-300 4,5b 1b <0,3a <2a <la <lc 1l4c 1,3b 15,4c 8b 71c
P6. 300-400 51c 1b <0,3a <2a <la <lc 1lc 1,1b 12,6d 9b 272
P7. 400-500 5,3c 1b <0,3a <2a <la <lc 1lic 1,1b 11,8d 10b 1d
P8. 500-600 5,4c 1b <0,3a <2a <la <lc <1o0d 1,1b 10d 13d 292
P9. 600-700 5,2¢c 1b <0,3a <2a <la <lc 10d 1,1b 11d 11b 292
P10. 700-800 5,0c 1b <0,3a <2a <la <lc <10d 1,1b 10d 11b 1d
Acacia mangium X Eucalyptus grandis (A(A+E))

P1. 0-20 3,1a 1,1a <0,3a <2a 2a Ta 38a 3,5a 41 5a 8a 66a
P2. 20-50 3,9b <la <0,3a <2a <lb 5a 28b 1,1b 29,4b 4b 80b
P3. 50-100 4,2b <la <0,3a <2a <lb 4b 25b 3,1a 25,9b 4b 79b
P4. 100-200 4,3b <la <0,3a 3b <1b 2b 22¢ 1,1b 25,2b 12c 43c
P5. 200-300 4,5b <la <0,3a <2a <lb <lc 19c 1,1b 12,6¢ 6b 45¢
P6. 300-400 5,0c <la <0,3a <2a <lb <lc 11d 1,1b 14,4c 9a 29d
P7. 400-500 5,0c <la <0,3a <2a <lb <lc <10d 1,1b 7,3d 16d le
P8. 500-600 5,1c <la <0,3a <2a <lb <lc <10d 1,1b 9,1d 13c 29d
P9. 600-700 51c <la <0,3a <2a <lb <lc 11d 1,1b 11,8¢c 10c le
P10. 700-800 4,9¢ <la <0,3a <2a <lb <lc <10d 1,1b 11,8c 10c 29d

Eucalyptus grandis x Acacia mangium (E(E+A))
P1 0-20 3,7a 2,3a <0,3a <2a 2a 8a 36a 3,6a 41,6a 8a 65a
P2. 20-50 3,9a 1b <0,3a <2a <la 4b 21b 1,1b 29,2b 4,1b 81b
P3. 50-100 4,1a <1lb <0,3a <2a <la 4b 25¢ 3,1a 25,7b 4b 78b
P4. 100-200 4,0a <lb <0,3a <2a <la 3b 22b 1,1b 25,1b 11c 42c
P5. 200-300 4,3b <lb <0,3a <2a <la <lc 19b 1,0b 12,3c 6b 45¢
P6. 300-400 5,0c <1b <0,3a <2a <la <lc 11d 1,1b 14,3c 9,0a 2d
P7. 400-500 5,1c <1lb <0,3a <2a <la <lc 10d 1,1b 7,1d 16d le
P8. 500-600 5,2c <lb <0,3a <2a <la <lc 10d 1,1b 9,0d 12¢c 28d
P9. 600-700 5,2¢c <1b <0,3a <2a <la <lc 11d 1,1b 11,7c 10c le
P10. 700-800 4,9¢c <lb <0,3a <2a <la <lc 10d 1,1b 11,7¢ 10c 30d
Eucalyptus grandis (100E)
P1. 0-20 3,9a 2,1a 0,4a <2a 2a 6a 32a 4,1a 36,4a 1lla 60a
P2. 20-50 3,9a la 0,3a <2a la ba 27b 1,7b 28,7b 6b 74b
P3. 50-100 4,0a la <0,3b <2a <la 4a 23c 1,2c 23,9¢c 5b 77b
P4. 100-200 4,1a la <0,3b <2a <la 1b 20c 1,2c 21,3c 6b 54c
P5. 200-300 4,7b la <0,3b <2a <la 1b <10d 1,2¢c 10,8d 11c 54c¢
P6. 300-400 5,2¢c la <0,3b <2a <la <i1b <10d 1,5b 11,1d 14d 23d
P7. 400-500 5,1c la <0,3b <2a <la <ib 12d 1,2c 13,4d 9c le
P8. 500-600 5,2c la <0,3b <2a <la <lb 10d 1,2¢c 11,7d 10c 28f
P9. 600-700 5,2¢c la <0,3b <2a <la <1b 10d 1,2c 11,6d 10c 19
P10. 700-800 4,9b la <0,3b <2a <la <1b 15e 1,2c 16,0e 7b 28f

*(<) menor que o Limite de Quantificacédo (LQ). SB: Soma de bases trocaveis; CTC: Capacidade de troca catidnica;
V: Percentual de bases saturando a CTC; m: Saturagao por Aluminio. Letras mindsculas comparam cada camada
do solo pelo teste de Tukey p>0,05.
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Anexo B — Matéria organica e atributos fisico-granulométricos referentes aos perfis
coletados na trincheira dos plantios puros (100A), (100E) e mistos
(A+E), EECFI-Itatinga, Sao Paulo/Brasil.

Profundidade @ M.O.S  Areia Silte  Argila* Classe de
*
(cm) gkg™ gkg™ gkg™ gkg™ textura
Acacia Mangium (100A)
P1. 0-20 13a 846 29 125 Arenosa
P2. 20-50 b 852 22 125 Arenosa
P3. 50-100 7b 818 53 129 Arenosa
P4. 100-200 5b 792 20 188 Média-Arenosa
P5. 200-300 4c 779 21 200 Média-Arenosa
P6. 300-400 <4c 766 21 213 Média-Arenosa
P7. 400-500 <4c 738 12 251 Média-Argilosa
P8. 500-600 <4c 740 21 239 Média-Arenosa
P9. 600-700 <4c 739 36 226 Média-Arenosa
P10. 700-800 <4c 733 16 251 Média-Argilosa
Acacia mangium x Eucalyptus grandis A(A+E)
P1.0-20 10a 896 28 75 Média-Arenosa
P2. 20-50 8a 842 32 125 Média-Arenosa
P3. 50-100 5b 830 19 151 Média-Arenosa
P4. 100-200 5b 792 32 176 Média-Arenosa
P5. 200-300 <4c 786 38 176 Média-Arenosa
P6. 300-400 <4c 777 21 202 Média-Arenosa
P7. 400-500 <4c 749 26 225 Média-Arenosa
P8. 500-600 <4c 772 15 213 Média-Arenosa
P9. 600-700 <4c 740 34 226 Média-Arenosa
P10. 700-800 <4c 749 25 226 Média-Arenosa
Acacia mangium x Eucalyptus grandis E(E+A)
P1. 0-20 10a 893 29 76 Média-Arenosa
P2. 20-50 9a 839 31 120 Média-Arenosa
P3. 50-100 5b 821 19 152 Média-Arenosa
P4. 100-200 5b 790 30 170 Média-Arenosa
P5. 200-300 <4c 786 37 174 Média-Arenosa
P6. 300-400 <4c 778 20 205 Média-Arenosa
P7. 400-500 <4c 753 29 218 Média-Arenosa
P8. 500-600 <4c 730 14 217 Média-Arenosa
P9. 600-700 <4c 747 34 220 Média-Arenosa
P10. 700-800 <4c 751 22 224 Média-Arenosa
Eucalyptus grandis (100E)
P1.0-20 16a 834 16 150 Média-Arenosa
P2. 20-50 <4b 839 11 150 Média-Arenosa
P3. 50-100 <4b 825 24 151 Média-Arenosa
P4. 100-200 9c 793 32 175 Média-Arenosa
P5. 200-300 51d 778 40 182 Média-Arenosa
P6. 300-400 6b 756 29 216 Média-Arenosa
P7. 400-500 <4b 747 69 184 Média-Arenosa
P8. 500-600 <4b 736 33 231 Média-Arenosa
P9. 600-700 <4b 729 43 229 Média-Arenosa
P10. 700-800 <4b 734 28 238 Média-Arenosa

*com dispersante NaOH
*Arenosa (até 14%), Média arenosa (15 a 24%), Argilosa (35 a 59%).
Letras mindsculas comparam cada camada do solo pelo teste de Tukey p>0,05.



