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Diversidade e abundancia de bactérias totais, amoénio-oxidantes e diazotroficos
em solos sob sistema silvipastoril com leguminosas arboreas

RESUMO

Uma forma de evitar a degradacdo de pastagens, ou recuperar pastagens
degradadas, é o uso do consorcio de leguminosas com gramineas forrageiras, em
sistema silvipastoril. Além do aporte de nitrogénio via simbiose leguminosa-rizébio, a
melhoria das qualidades do solo intensifica a atuacdo de bactérias de vida livre
capazes de fixar N2 e bactérias nitrificantes. A fixagéo biologica de nitrogénio (FBN) e
a nitrificagdo sao processos microbianos chave do ciclo do N no solo. Estes podem
ser estudados com base em genes indicadores, como o gene nifH, ou regides
especificas do 16S rRNA. O objetivo do presente trabalho é avaliar a influéncia do
sistema silvipastoril com leguminosas arbdreas sobre a estrutura, diversidade e
abundancia das comunidades de bactérias totais, aménio oxidantes e diazotrdéficos e
suas relacdes com os atributos quimicos do solo. A area de estudo fica situada na
Estacdo Experimental do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), em Itambé, PE,
Brasil. O clima do local é tropical subumido e os solos predominantes séo classificados
como argissolo. O experimento € composto por nove parcelas de 1 ha com
leguminosas arboreas, sabia (Mimosa caesalpinifolia) e gliricidia (Gliricidia sepium),
além da braquidria solteira (Brachiaria decumbens), em delineamento em blocos ao
acaso com trés tratamentos: braquiaria + sabia; braquiaria + gliricidia e braquiaria
solteira, com trés repeticdes. As amostras foram coletadas nas estacdes seca e
umida. Nos tratamentos com consorcio as amostras foram coletadas a zero (0 m),
quatro (4 m) e oito metros (8 m) a partir das leguminosas; enquanto na braquiaria
solteira as amostras foram coletadas aleatoriamente. A estrutura das comunidades de
Bacteria, bactérias amonio oxidantes e diazotréficos nos diferentes tratamentos foi
avaliada por Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) e o0s genes
foram quantificados por PCR quantitativa em tempo real (QPCR). A diversidade e
equitabilidade das comunidades microbianas foram estimadas pelos indices de
Shannon, Simpson e Pielou. A estrutura das comunidades de bactérias totais, AOB e
diazotroficos do solo foi influenciada pelo sistema silvipastoril, apresentando
diferentes comunidades entre as distancias a partir das leguminosas, com maiores
dissimilaridades na estacdo umida. As comunidades de diazotréficos mostraram maior
diversidade e equitabilidade sob sistema silvipastoril. Observou-se maior abundancia
no sistema silvipastoril, onde bactéria total e diazotréficos foram mais abundantes na
estacao seca. O teor de fosforo disponivel no solo se correlacionou positivamente com
o numero de copias do gene nifH no consércio de braquiaria + sabia durante a estacéo
seca, enquanto o teor de amonio apresentou correlacado negativa na estacdo Umida.
A capacidade de troca de cétions se correlacionou positivamente a abundancia de
AOB no consorcio braquiaria + gliricidia na estagdo seca. O manejo silvipastoril com
leguminosas arboreas melhora a qualidade biologica do solo por favorecer a
comunidade microbiana ligada a ciclagem do N.

Palavras-chave: Consorcio graminea-leguminosa. 16 rRNA. AOB. nifH. Oxidag&o do
amonio. Fixacao biologica de nitrogénio.






Diversity and abundance of total bacteria, ammonium-oxidizing and
diazotrophic in soils under silvopastoral system with tree legumes

ABSTRACT

Intercropping tree legumes with forage grasses in silvopastoral system is an
alternative to avoid pastures degradation or recovering degraded pastures. In addition
to allowing the nitrogen supply through the legume-rhizobium symbiosis, the
improvement of the soil qualities enhances the action of free-living bacteria, fixing N2.
Biological nitrogen fixation (BNF) and nitrification are key microbial processes of the
N-cycle in soil and both can be studied based on indicator genes, such as the nifH
gene, or specific regions of the 16S rRNA. This work evaluated the influence of the
silvopastoral system with tree legumes on the structure, diversity and abundance of
the community of total bacteria, ammonium-oxidizing bacteria and diazotrophic
organisms and their relationship to soil chemical attributes. The study area is located
at the Experimental Station from Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), in Iltambé
city, Pernambuco state, Brazil, which the climate is tropical subhumid and the
predominant soils are classified as Ultisols. The experiment had nine plots of one
hectare with tree legumes Sabia (Mimosa caesalpinifolia) and Gliricidia (Gliricidia
sepium), and a single Brachiaria (Brachiaria decumbens), in a randomized block
design with three treatments: Brachiaria intercropping Sabia; Brachiaria intercropping
Gliricidia and single Brachiaria, with three replicates. The samples were collected in
wet and dry climatic seasons. In the consortium treatments the samples were collected
at zero (0 m), four (4 m) and eight meters (8 m) from the legumes; while in single
brachiaria the samples were randomly collected. The structure of the total bacteria
communities, ammonium-oxidizing bacteria and diazotrophic organisms was
evaluated by DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) and the genes were
quantified by gPCR (real time quantitative PCR). The diversity and equitability of the
microbial communities were estimated by the Shannon, Simpson and Pielou indices.
The soil structure of the total bacterial, AOB and diazotrophic communities was
influenced by the silvopastoral system, presenting different communities among the
distances from the legumes, with greater dissimilarities in the wet season. The
diazotrophic communities showed greater diversity and equitability under the
silvopastoral system. The silvopastoril system presented a greater abundance of
microorganisms, which of total bacteria and diazotrophic were more abundant in the
dry season. The available phosphorus content correlated positively to the copies
number of the nifH gene in the brachiaria withsabia intercropping, during the dry
season, while the ammonium content presented negative correlation in the wet
season. The cation exchange capacity correlated positively to the AOB abundance in
the brachiaria with gliricidia intercropping in the dry season. Silvopastoral system with
tree legumes improves the soil biological quality by favoring the microbial community
linked to the N cycling.

Keywords: Grass-legume intercrops. Brachiaria. 16 rRNA. AOB. nifH. Ammonium-
oxidizing. Biological nitrogen fixation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa lugar de destaque na pecuaria mundial, sendo o maior
exportador de carne bovina do mundo e o detentor do segundo maior rebanho
atualmente. A maior parte desse rebanho é alimentada exclusivamente a pasto. Nesse
cenario, é possivel observar a importancia das pastagens para a economia do pais,
apesar dos problemas relacionados a sua degradacao.

A utilizacdo do consorcio de leguminosas arboreas (familia Fabaceae) com
gramineas forrageiras em sistema silvipastoril € uma maneira de elevar o teor de
nutrientes no solo, principalmente o nitrogénio por meio da fixagdo biolégica oriunda
da simbiose leguminosa-rizobio. Esse manejo tem sido utilizado com sucesso na
recuperacédo de pastagens degradadas e na manutencao da qualidade do pasto, com
resultados conhecidos sobre a qualidade quimica do solo, enquanto informacdes
sobre sua influéncia nas comunidades microbianas do solo séo incipientes.

Os micro-organismos do solo sdo sensiveis as mudancas ambientais, podendo
ser utilizados como indicadores de qualidade do solo. A composicéo e as praticas de
manejo adotadas na agricultura estéo entre os fatores responséaveis pela estruturacao
das comunidades de bactérias do solo, onde o efeito das plantas tem sido observado
principalmente na rizosfera, local onde ha influéncia direta dos exsudados radiculares.
Além da cobertura vegetal, a comunidade de bactérias do solo também é influenciada
pelas caracteristicas fisico-quimicas do mesmo (teor de nutrientes, umidade,
temperatura, entre outras), as quais apresentam variacdes de acordo com a estacéo
do ano.

As transformacfes do nitrogénio no solo sdo dependentes de reacdes de
oxirredugcdo mediadas por micro-organismos. Dentre essas reacdes estdo as que
ocorrem na fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) e na nitrificacdo, etapas chave do
ciclo do N onde ha a atuacéo direta de bactérias e Archaeas. Na FBN, o nitrogénio
atmosfeérico (N2) é reduzido a amoénio (NH4*) principalmente em nddulos radiculares
formados pela simbiose leguminosa-rizébio e por organismos diazotroficos de vida
livre presentes no solo. Isso so € possivel gracas a atuacado do complexo enzimatico
nitrogenase, que catalisa a redugédo do dinitrogénio (N2) a amdnia (NHs), a qual é
assimilada na forma de aminoacidos. O nitrogénio é devolvido ao solo apds a morte

dos micro-organimsos e mineralizagdo do N organico. Na nitrificacdo, grupos
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especificos de bactérias, na presenca de oxigénio, oxidam sequencialmente o NH4* a
nitrato (NO3).

As avaliacbes da estrutura, diversidade e abundancia da comunidade
microbiana do solo podem ser realizadas por técnicas dependentes ou independentes
de cultivo. No que se refere as técnicas moleculares, independentes de cultivo, o gene
16S rRNA tem sido muito utilizado para o estudo de bactérias no solo por possuir
regides variaveis e altamente conservadas. Os diazotroficos podem ser estudados por
meio dos genes nif, responsaveis por codificar as subunidades do complexo
nitrogenase. Ja as bactérias amonio oxidantes (AOB) podem ser estudadas utilizando-
se regides especificas do gene 16S rRNA de AOB pertencentes a subdivisdo f3-

proteobacteria como marcador molecular.

1.1 Hipotese

A pratica do sistema silvipastoril com leguminosas arboéreas determina a
estrutura, diversidade e abundancia das comunidades de bactérias totais, amonio
oxidantes e diazotroéficos, que também séo influenciadas pela sazonalidade climatica

e caracteristicas quimicas do solo.

1.2 Objetivo geral

Avaliar as alteracdes da estrutura, diversidade e abundéancia das comunidades
de bactérias totais, amonio oxidantes e diazotroficos em solos sob sistema silvipastoril
com leguminosas arboreas e determinar o efeito dos atributos quimicos do solo sobre

essas comunidades microbianas.

1.3 Objetivos especificos

Avaliar a estrutura, diversidade e abundancia das comunidades de bactérias
totais, amonio oxidantes e diazotroficos em funcdo da distancia das linhas de
leguminosas no sistema silvipastoril;

Avaliar estrutura, diversidade e abundancia das comunidades de bactérias
totais, amonio oxidantes e diazotroficos em duas estacdes climaticas distintas;

Correlacionar a abundancia das comunidades de bactérias totais, aménio

oxidantes e diazotréficos aos atributos quimicos do solo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pastagens no mundo e no Brasil

As pastagens (prados e pastagens permanentes) recobrem a area de 32,7
milhdes de quildmetros quadrados, o que corresponde a 25,18% da area continental
da Terra. No panorama mundial, a Asia, Africa e América destacam-se como as
regides do globo com maior area coberta por pastagens, totalizando cerca de 1082,
861 e 826 milhdes de hectares, respectivamente (FAO, 2015).

No Brasil ha cerca de 174 milhdes de hectares cobertos por pastagens nativas
e cultivadas, o que corresponde a 20% da area do territdrio nacional (LOBATO et al.,
2014). As espécies de gramineas forrageiras cultivadas mais importantes foram
introduzidas da Africa, destacando-se os géneros Brachiaria, Panicum e Andropogon
(MACEDO, 2009). As gramineas do género Brachiaria sdo caracterizadas por seu
valor forrageiro e por tolerarem condi¢cdes de solos acidos e de baixa fertilidade,
comuns nas areas de pecuaria extensiva, sistema predominante no Brasil, onde o uso
de fertilizantes é restrito (SILVA et al., 2010). Cerca de 85% da area de pastagens do
pais é ocupada por este género, onde a espécie Brachiaria decumbens Stapf. ocupa
aproximadamente 55% desse percentual (MARTUSCELLO et al., 2009).

Parte do sucesso da pecuaria do Brasil, segundo maior rebanho de bovinos e
maior exportador de carne bovina do mundo (IBGE, 2014; USDA, 2017), é atribuido
as pastagens, ja que aproximadamente 90% do rebanho bovino é alimentado
exclusivamente a pasto (GUARDA; GUARDA, 2014), o que evidencia a importancia
das pastagens para a economia do pais, apesar dos problemas relacionados a sua

degradacéo.

2.2 Pastagens degradadas e suarecuperacao

Estima-se que 70% das pastagens no Brasil apresentam algum grau de
degradacédo, um dos maiores problemas do setor pecuario, sendo principalmente
relacionada ao manuseio inadequado, com perdas econbmicas e ambientais
(GALDINO et al., 2015). O processo de degradacdo de pastagens esta associado a
fatores como superlotacéo e falta de adubacdes periddicas. A baixa disponibilidade
de nutrientes no solo, destacando-se o nitrogénio (N) e o fosforo (P), e a elevada
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saturacdo por aluminio (m) sdo uns dos principais fatores que afetam a produtividade
e qualidade das forragens, onde o nitrogénio é um dos nutrientes mais importantes
para o desenvolvimento das gramineas forrageiras (NOGUEIRA et al., 2015; SILVA
et al., 2013a).

Este processo reflete nas qualidades quimicas, fisicas e microbiolégicas do
solo e a deficiéncia de nitrogénio € responsavel pelo inicio do processo de
degradacéo. A elevada relacdo C:N, teor de lignina e N insoluvel em detergente acido
no tecido senescente das gramineas tropicais, ao ser depositado ao solo, resulta na
imobilizagdo microbiana do N inorganico e redugcéo da mineralizacdo do N organico
do solo, reduzindo sua disponibilidade para as plantas, causando o declinio da
pastagem (VENDRAMINI et al., 2007). A diminuicdo da producdo vegetal afeta a
formacdo de serapilheira (fonte de matéria organica do solo), tornando o solo
susceptivel a compactacdo (BODDEY et al., 2000).

A sustentabilidade do ecossistema € dependente do fluxo de nutrientes ao
longo dos niveis tréficos, mediado principalmente por micro-organismos. Dessa forma,
a comunidade microbiana do solo é essencial na decomposicédo da matéria organica,
no ciclo dos nutrientes e nas mudancas de propriedades fisicas e quimicas do solo,
sendo facilmente afetada pelo uso e manejo do mesmo (SANTOS et al., 2015). De
acordo com Thomas (1992), para atingir a sustentabilidade em sistemas de pastagens
tropicais é essencial a introducdo de leguminosas que fazem associacdo com
bactérias fixadoras de nitrogénio.

A utilizacao do consorcio de leguminosas arboreas com gramineas forrageiras,
sistema denominado silvipastoril, ¢ uma maneira de evitar a degradacéo do pasto, ou
recuperar pastagens degradadas, além disso, as leguminosas integradas no sistema
oferecem beneficios ambientais e econbmicos. A deposicdo e decomposicdo da
biomassa das leguminosas promove aumentos no contetdo de matéria organica e
nutrientes no solo, proporcionando condic¢des favoraveis ao desenvolvimento da fauna
do solo pela diminuicdo da relacdo C:N, além do sombreamento das plantas criar um
microclima favoravel ao desenvolvimento de organismos (XAVIER et al., 2011). A
integracao de leguminosas arboreas na pastagem melhora a dieta alimentar do gado
pelo fornecimento de forragem com elevado teor de proteina bruta proveniente da
leguminosa, adiciona nitrogénio ao sistema pela fixacdo biolégica, além de poder
gerar renda com o fornecimento de madeira comercial com a adogdo de espécies
adequadas (APOLINARIO et al., 2015).
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Nesse sistema, o N fixado pelas leguminosas é transferido para as gramineas
por meio da excreta do gado, via exsudacado de N pelas raizes e nddulos, senescéncia
e decomposicdo de nodulos e raizes, transferéncia direta a partir de conexdes entre
as raizes das leguminosas e gramineas feitas por hifas de fungos micorrizicos e
decomposicéo da liteira depositada ao solo (VENDRAMINI et al., 2014).

A escolha das leguminosas deve levar em consideracdo a adaptacdo
edafocliméatica das plantas, sua aceitabilidade pelos animais, a velocidade de
crescimento e competicdo com a pastagem, além da capacidade de fornecer produtos
alternativos (como madeira) e fixar nitrogénio (APOLINARIO et al., 2016). Dias, Souto
e Franco (2007), analisando o comportamento de 16 espécies de leguminosas
arboreas introduzidas em pasto de Brachiaria decumbens, observaram que Gliricidia
sepium (gliricidia) e Mimosa caesalpiniaefolia (sabi&) estavam entre as espécies mais
consumidas pelos animais. Silva et al. (2013a), avaliando o estoque de serrapilheira
e a fertilidade do solo em pastagens degradadas de B. decumbens, apds implantacao
de leguminosas arbustivas e arboéreas forrageiras, verificaram que gliricidia e sabia
depositaram grande quantidade de serapilheira ao solo (440 e 1560 kg ha™,
respectivamente), com teores de N de 11,4 g kg 12,3 g kg respectivamente. Silva
et al. (2013b), avaliando as mudancas no uso do solo na microrregido do Brejo
Paraibano e sua influéncia sobre propriedades fisicas e quimicas do mesmo em &reas
sob diferentes coberturas vegetais, concluiram gue os atributos quimicos do solo se
apresentaram mais adequados na area cultivada com sabia, em relacdo as areas de
mata nativa e pastagem.

A gliricidia (Gliricidia sepium (Jacg.) Steud.) € uma arvore nativa da América
Central e do Sul, pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae. Foi
introduzida no Nordeste do Brasil na década de 1980 para o uso como forrageira e
planta medicinal. Destaca-se pela sua tolerancia a seca, pelo rapido crescimento e
facil propagacéo por sementes (REIS et al., 2012). O sabia (Mimosa caesalpiniaefolia
Benth.) pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, ocorrendo
naturalmente no Nordeste do Brasil, em areas da caatinga do Piaui, Pernambuco,
Alagoas, Rio Grande do Norte, Paraiba, Bahia e Ceara. Apresenta rapido crescimento
e resisténcia a seca (MENDES et al., 2013).
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2.3 Dinamica do nitrogénio em pastagens tropicais

O nitrogénio € um dos nutrientes mais absorvidos e exportados pelas plantas e
um dos principais limitantes ao crescimento e producdo vegetal em solos tropicais
(GIMENES et al., 2017). No solo, o N encontra-se contido nos residuos vegetais, na
biomassa microbiana e hiumus (mais de 95% do N total do solo), e como aménio
(NHs4*) e nitrato (NOgs), além de em baixas concentragbes como nitrito (NO2)
(CAMERON; DI; MOIR, 2013).

As entradas de N no solo podem ocorrer por deposicdo atmosférica, fixagdo
biolégica de N2, decomposicdo de residuos animais e vegetais e aplicacdo de
fertilizantes nitrogenados sintéticos. Em ecossistemas de pastagens tropicais, as
principais formas de entrada de N sdo a decomposicdo de residuos vegetais e
deposicdo de excretas animais. Em pastagens consorciadas com leguminosas a
fixacdo bioldgica de N, oriunda da simbiose leguminosa-rizébio, pode contribuir com
em média 50 kg ha! de N anualmente (HERRIDGE; PEOPLES; BODDEY, 2008).

Dados de Apolinario et al. (2015) mostram que gliricidia e sabia sdo capazes
de contribuir mensalmente com 6 e 9 kg ha' de N, respectivamente, por meio da
fixacdo bioldgica em sistema de consorcio com braquiaria na mesorregido da Mata de
Pernambuco. Essas espécies podem ser noduladas por diversas bactérias
diazotréficas (FLORENTINO et al.,, 2014; OLIVEIRA, 2011), havendo registros
confirmados da simbiose entre gliricidia e bactérias do género Rhizobium e
Sinorhizobium e entre sabia e bactérias do género Burkholderia (COELHO et al., 2018;
MARTINS et al., 2015).

ApoOs a senescéncia das folhas e morte das raizes, o N organico contido no
tecido das plantas € convertido a N mineral por meio do processo de mineralizacao,
onde micro-organismos utilizam os compostos nitrogenados contendo carbono como
fonte de energia na respiracdo e os convertem em formas inorganicas passiveis de
serem absorvidas pelas plantas. Caso o teor de N presente nos residuos vegetais nao
satisfaca 0s requisitos nutricionais para o0 crescimento microbiano, caracteristica
comum da liteira formada por gramineas forrageiras tropicais, o N inorganico do solo
é absorvido pelas comunidades microbianas no processo de imobilizagdo (CHEN et
al., 2014).

As bactérias sdo fundamentais na mineralizacdo do N, atuando por meio da

producdo de exoenzimas, como as proteases, que agem na despolimerizacdo de
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proteinas, primeira fase da mineralizag&o. Entre as principais proteases microbianas
estdo as serinas endopeptidases e cisteinas endopeptidases, produzidas por
bactérias abundantes no solo, como Bacillus, Pseudomonas e Clostridium
(VRANOVA, REJSEK, FORMANEK, 2013). Ap0s a despolimerizacdo, os aminoacidos
sdo desaminados produzindo NHs e compostos orgéanicos intermediarios por
amonificacdo (GAO et al., 2017). De acordo com Weidner et al. (2015) a maior
diversidade bacteriana na rizosfera das plantas pode aumentar a atividade proteolitica
no solo, elevando a mineralizacdo do N, resultando em maiores concentracdes de N
disponivel para as plantas.

As perdas de N por desnitrificacdo, reducdo bioquimica de formas oxidadas de
N a formas gasosas (N2 e N20) realizada por bactérias anaerbbias facultativas, séo
promovidas por condi¢cdes de alta umidade, baixa taxa de difusdo de oxigénio e
presenca de substrato sollvel (matéria organica e NO3’). Em solos sob pastagens, as
taxas de desnitrificacdo sdo frequentemente baixas, reflexo da reduzida
disponibilidade de NO3 (LUO et al., 1999). O 6xido nitroso (N20O) também é formado
como um subproduto do processo de nitrificacdo (CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI,
2010), equanto o N2 também é formado pelo processo de oxidagdo anaerdbica do
amonio (ANAMMOX) (SONTHIPHAND; HALL; NEUFELD, 2014).

A fixacéo biolégica de N e o processo de nitrificacdo, etapas chave do ciclo do
N no solo nas quais concentra-se o presente trabalho, estdo descritas em mais

detalhes adiante.

2.4 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

Apesar de ser um dos elementos mais abundantes na Terra, compondo 80%
da atmosfera, o nitrogénio gasoso (N2) ndo é diretamente assimilado pelas plantas. O
N2 é composto por dois atomos ligados de forma covalente por seis elétrons, formando
uma ligacéo tripla altamente estavel que precisa ser quebrada para que o nutriente
seja assimilado. O N biodisponivel é aquele ligado ao oxigénio, carbono ou hidrogénio,
chamado de N reativo. As plantas absorvem o N do solo na forma de aménio (NH4")
e nitrato (NOs’), predominantemente (GARCIA; CARDOSO, 2013; SANTI; BOGUSZ,;
FRANCHE, 2013).

O uso de leguminosas capazes de se associar as bactérias diazotréficas e

disponibilizar N tem sido uma pratica comum em muitas culturas e pastagens tropicais.
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Nos nddulos radiculares, induzidos pela simbiose entre rizobios e leguminosas, o
nitrogénio atmosférico, na forma de Nz, € convertido a aménio (NH4*) e assimilado
pelas plantas (ASHWORTH et al., 2015).

A capacidade de fixar nitrogénio € amplamente distribuida nos dominios
Bacteria e Archaea. Todavia, a maioria dos organismos diazotréficos conhecidos
pertence ao dominio Bacteria (DIXON; KAHN, 2004). Além dos rizébios, diversas
bactérias de vida livre (assimbiéticas) também séao capazes de fixar N2, contribuindo
para o aporte de nitrogénio disponivel para as plantas no solo em condicfes em que
as bactérias fixadoras simbiédticas estdo ausentes ou inativas (WURZBURGER et al.,
2012). Dentre as bactérias fixadoras de N de vida livre podemos encontrar anaerébias
(como Clostridium), aerdbias facultativas (como Klebsiella, Enterobacter e Bacillus) e
aerdbias (como Azotobacter). As archaeas capazes de fixar nitrogénio pertencem ao
filo Euryarchaeota, as quais sdo comumente encontradas em ambientes anéxicos (HU
et al., 2013; LIU; PENG,; LI, 2012).

Diversos fatores ambientais ligados ao solo podem afetar a FBN. Condicfes de
estresse, como restricdo hidrica, salinidade e elevadas temperaturas podem ter
efeitos negativos sobre a planta hospedeira e bactéria simbidtica, reduzindo a
nodulacdo e, consequentemente, a fixagdo de N (HUNGRIA; VARGAS, 2000;
MOHAMMADI et al., 2012); enquanto em vida livre, a disponibilidade de nitrientes no
solo é o principal fator limitante a FBN (DYNARSKI; HOULTON, 2017).

Os procariotos capazes de fixar nitrogénio atmosférico utilizam o complexo
enzimatico nitrogenase para catalisar a reducdo do dinitrogénio (N2) a amdnia (NH3)
(KEUTER; VELDKAMP; CORRE, 2014). O complexo nitrogenase € composto por dois
componentes, consistindo de uma molibdénio-ferro-proteina (MoFe-proteina),
também chamada de dinitrogenase, onde ocorre a reducdo do N2, e uma ferro-
proteina (Fe-proteina), também chamada de dinitrogenase redutase, responsavel pela
transferéncia de elétrons para a dinitrogenase. A energia consumida no processo de
reducd@o do Nz é gerada pela hidrolise do ATP. A dinitrogenase possui dois grupos de
metais que atuam como cofatores: o cofator [8Fe:7S]-P que atua no transporte de
elétrons e o cofator FeMoCo que € o local de reducédo do substrato. A reducéo do N2
a NHs* ocorre com a seguinte reacdo: N2 + 10 H* + 8e~ + 16 ATP > 2NHs3 + H2 + 16
ADP + 16 Pi (HOFFMAN et al., 2014; SPATZAL et al., 2016).

As subunidades do complexo nitrogenase sdo codificadas pelos genes nif. A

MoFe-proteina é codificada pelos genes nifD e nifK, enquanto a Fe-proteina é
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codificada pelo gene nifH (IVLEVA et al., 2016). Dentre os trés genes, o nifH é o
principal gene marcador em pesquisas que avaliam filogenia, diversidade e
abundéancia de micro-organismos fixadores de nitrogénio, havendo muitos iniciadores
(primers) especificos desenvolvidos para a amplificacdo de fragmentos desse gene a
partir de amostras ambientais (GABY; BUCKLEY, 2012).

2.5 Oxidacao do amoénio (Nitrificacao)

No solo, parte do NH4* é absorvido pelas plantas e parte é convertido a NO3'.
Grupos especificos de bactérias e archaeas, na presenca de oxigénio, oxidam
sequencialmente o NH4* a NO3 num processo chamado de nitrificagdo. Inicialmente
o NHs4* € oxidado a hidroxilamina por organismos que contém a enzima amonio
monooxigenasse. Posteriormente, a hidroxilamina é oxidada a nitrito (NO2) pela
enzima hidroxilamina 6xido redutase. Finalmente o NO2 € oxidado a NOs™ pela enzima
nitrito oxiredutase (CANFIELD et al., 2010).

Dentre as bactérias que oxidam NHs4* a NO2z (nitritacdo) encontram-se
Nitrosomonas, Nitrosococcus e Nitrosospira. Dentre as que oxidam nitrito a nitrato
estdo: Nitrospira, Nitrobacter, Nitrospina e Nitrococcus (ZOPPAS; BERNARDES;
MENEGUZZI, 2016). Recentemente, Daims et al. (2015) demonstraram que bactérias
do género Nitrospira, classificadas como ‘Candidatus Nitrospira inopinata’, séo
capazes de oxidar NH4* a NOs” em um Unico passo.

A enzima aménio monooxigenase € constituida por trés subunidades,
codificadas pelo operon funcional amo. O sitio ativo da enzima € codificado pelo gene
amoA (GONZALEZ et al., 2012). As Bactérias Amonio Oxidantes (AOB) apresentam
reduzidas taxas de crescimento e suas necessidades para o crescimento ainda néao
séo totalmente conhecidas, sendo de dificil cultivo em meios artificiais. Dessa forma,
tém-se utilizado técnicas moleculares, independentes de cultivo, capazes de detectar
esses organismos por meio do monitoramento do gene amoA (DIAS et al., 2012).
Alternativamente, regides especificas do gene 16S rRNA de AOB da subdivisao [3-
proteobacteria, a qual pertencem os géneros Nitrosomonas and Nitrosospira, sdo
utilizadas como marcadores moleculares (KOWALCHUK et al., 1997; TOURNA et al.,
2008).

Varios fatores ambientais influenciam a nitrificagdo no solo. Entre os principais

estédo a disponibilidade de subsatrato (NH4*), pH, umidade, aeracao e temperatura. A
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disponibilidade de substrato é fator crucial para nitrificacdo, a qual tem influencia direta
do pH do solo (LI et al., 2018). Solos com baixo teor de matéria organica, ou matéria
organica com alta relacdo C:N, podem apresentar reduzida taxa de nitrifiacdo pela
baixa disponibilidade de NH4*. Dentre os fatores fisicos, umidade e aeracéo s&o os
mais criticos, onde a nitrificacdo € restrita em solos com elevada umidade devido a
reduzida aeracao (SAHRAWAT, 2008).

2.6 PCR-DGGE e qPCR aplicadas ao estudo de comunidades microbianas em

solos

Os processos chave ligados ao ciclo do nitrogénio sdo dependentes da atuacao
de micro-organismos e a caracterizacdo da comunidade microbiana e suas funcdes
pode ser realizada por meio de uma variedade de metodologias com diferentes niveis
de resolucdo (LEVY-BOOTH; PRESCOTT; GRAYSTON, 2014). As variaveis
microbianas quantificaveis tém sido convencionalmente determinadas usando
métodos baseados em extracdo, isolamento e contagem de col6nias. No entanto,
sabe-se que menos de 1% do total dos micro-organismos do solo podem ser
cultivados pelos métodos classicos, que muitas vezes sdo laboriosos e requerem
longos tempos de incubacao. Para superar estas limitagcoes, tém-se utilizado cada vez
mais abordagens moleculares, tais como técnicas de fingerprinting baseadas no DNA
ou RNA extraidos diretamente do solo, que fornecem uma visdo da estrutura e
composicdo das comunidades microbianas, e técnicas quantitativas como PCR em
tempo real (QPCR), que permitem determinar a abundancia de uma populagéo
microbiana (BRESSAN et al., 2015).

O principal alvo das técnicas moleculares nos estudos de diversidade
microbiana e abundancia de micro-organismos sdo as sequéncias de rRNA, em
especial, no estudo de procariotos, 0 16S rRNA (VETROVSKY; BALDRIAN, 2013). O
16S rRNA € um gene universal presente em todos 0s procariotos, que possui cerca
de 1550 pb, com regides hipervariaveis intercaladas com regibes altamente
conservadas filogeneticamente (PATWARDHAN; RAY; ROY, 2014).

A estratégia utilizada pelas técnicas de fingerprinting de comunidades
microbianas consiste na extracdo de &cidos nucleicos (DNA ou RNA), posterior
amplificacdo de genes de interesse e, por fim, analise dos produtos de PCR por

técnicas como Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) (MUYZER,
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1999) que permitem a separacao de fragmentos de DNA de mesmo tamanho, mas
com diferentes sequéncias de pares de bases. Esta separacdo baseia-se na
mobilidade eletroforética das moléculas de DNA parcialmente desnaturadas no gel de
poliacrilamida com gradiente desnaturante, que diminui quando comparada a
molécula helicoidal. A migracdo do DNA é interrompida quando parte da dupla hélice,
chamada de dominio de transi¢do, € desnaturada. A variacdo das sequéncias de
pares de bases nos dominios de transi¢do faz com que o ponto de desnaturacéo varie,
fazendo com que as moléculas parem em posicdes diferentes no gradiente
desnaturante (MUYZER; DEWAAL,; UITTERLINDEN, 1993).

Os resultados de DGGE podem ser utilizados para estimar a diversidade de
micro-organismos no solo, permitindo calcular os principais indices de diversidade
utilizados na avaliacdo de comunidades de bactérias, como os indices de Simpson e
Shannon (HILL et al., 2003; ORR et al., 2011).

O indice de Simpson ou indice de dominancia, ou ainda uniformidade,
considera que a diversidade € inversamente relacionada a probabilidade de que dois
individuos tomados ao acaso em uma comunidade pertencam a mesma espécie
(SIMPSON, 1949). J4 o indice de Shannon mede o grau de incerteza em prever a que
espécie pertence um individuo escolhido ao acaso em uma comunidade (SHANNON;
WEAVER, 1963). No primeiro, a diversidade tende a ser mais alta quanto menor o
valor do indice, enquanto no ultimo quanto maior a diversidade maior sera o valor
indice.

Na ultima década, as comunidades microbianas que realizam as principais
etapas do ciclo do N tém sido analisadas por meio de PCR em tempo real (ZANARDO
et al., 2016). A PCR em tempo real foi inicialmente descrita por Higuchi et al. (1993),
0S quais utilizaram uma camera de video para monitorar o processo de PCR,
permitindo detectar e medir os produtos gerados durante cada ciclo por meio do
aumento da fluorescéncia oriunda da ligacdo do brometo de etidio as moléculas de
DNA recém-sintetizadas. Atualmente é possivel afirmar que a gPCR tem sido crucial
em diversas areas das ciéncias, apresentando uma série de aplicagdes, desde a
quantificacdo de DNA a genotipagem (PABINGER et al., 2014).
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2.7 Efeito da cobertura vegetal e das caracteristicas do solo sobre as

comunidades microbianas

A avaliacdo do efeito do cultivo de pastagens do género Brachiaria sobre a
estrutura de comunidades microbianas do solo, por meio de técnicas moleculares, tem
sido reportada em uma série de trabalhos. Rodrigues et al. (2013) observaram que o
cultivo de pastagem composta por Brachiaria decumbens e Brachiaria brizantha
resultou em uma diversidade alfa - nimero de unidades taxonémicas operacionais
(UTOs) em um habitat - significativamente maior e uma menor diversidade beta -
heterogeneidade da estrutura da comunidade - quando comparado ao solo sob
floresta. Resultados semelhantes foram apresentados por Mendes et al. (2015), onde
o cultivo de pastagens em Latossolo do Sudeste da Amazonia resultou em menor
diversidade beta temporal (composi¢cédo da comunidade bacteriana ao longo do tempo)
quando comparado a agricultura e floresta nativa; enquanto a diversidade alfa
aumentou.

Kuramae et al. (2012), analisando solos sob coberturas vegetais distintas na
Holanda, observaram que a abundancia de bactérias foi maior nos solos sob floresta
decidua quando comparado aos solos sob pastagem. Lima-Perim et al. (2016),
avaliando a composi¢cédo e abundancia de Bactérias e Archaeas em solos coletados
ao longo de um gradiente de altitude natural na Mata Atlantica brasileira, observaram
maior abundancia de bactérias do que archaeas.

Apesar do efeito da presenca de leguminosas cultivadas sobre a comunidade
microbiana do solo ser bastante reportado na literatura, como, por exemplo, o efeito
do cultivo de feijao-caupi (Vigna unguiculata) e do amendoim (Arachis hypogaea)
(ALVEY et al., 2003), da fava (Vicia faba) e da ervilha (Pisum sativum) (SHARMA et
al., 2005) e da soja (Glycine max) (SUGIYAMA et al., 2014), informacdes sobre
influéncia do cultivo da gliricidia e do sabia sobre a comunidade microbiana do solo
sao incipientes.

A comunidade de micro-organismos aménio oxidantes e, consequentemente, 0
processo de nitrificacéo € fortemente influenciado pela presenca de plantas diferindo
notavelmente dependendo das espécies vegetais presentes, as quais atuam por meio
de variados mecanismos, entre eles, secretando compostos biolégicos inibidores de
nitrificacdo, competindo por NH4* com os nitrificantes e alterando a comunidade
microbiana do solo (BOWATTE et al., 2015). Bowatte et al. (2011), testando o efeito
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de gramineas de regifes temperadas e tropicais sobre a nitrificacdo no solo,
observaram que B. decumbens foi a segunda graminea que promoveu menor
producdo de NOs no solo, possivelmente devido a sua capacidade de exsudar
inibidores de nitrificacdo. Por outro lado, o processo de nitrificacdo aumenta com a
presenca de leguminosas, 0 que esta associado ao aumento do contetdo de N mineral
nos solos (ROUX et al., 2013).

O efeito da pratica do sistema silvipastoril, comparada ao cultivo de pastagem
solteira e floresta nativa, sobre a dinAmica da comunidade de bactérias totais e amonio
oxidantes (AOB) foi avaliado por Cubillos et al. (2016). Foram observadas diferencas
significativas entre as comunidades de bactérias presentes nas diferentes areas,
sendo que as comunidades de bactérias totais (baseado no 16S rRNA) e amdnio
oxidantes (baseado no gene amoA) dos solos sob sistema silvipastoril e floresta nativa
foram mais similares entre si do que as mesmas comunidades no sistema silvipastoril
e pastagem solteira.

Tem sido demonstrado que a estrutura das comunidades microbianas
apresenta variacdes sazonais, onde a diversidade microbiana do solo tem correlacéo
com a umidade e temperatura do mesmo, que variam com a estagdo do ano (LAUBER
et al., 2013). Cenciani et al. (2009), avaliando a estrutura da comunidade de bactérias
em uma area de coabitacdo de Brachiaria brizantha com espécies florestais arboreas
(area de pousio) comparada com areas cobertas por floresta nativa e B. brizantha
solteira na Amaz0nia, observaram que a estrutura da comunidade de bactérias foi
totalmente distinta entre as areas estudadas na estacao seca, enquanto na estacdo
chuvosa a area de pastagem solteira compartihou as mesmas popualacdes
bacterianas com as areas de pousio e floresta nativa.

Diallo et al. (2004) avaliaram a diversidade bacteriana em solos cultivados com
pastagens tropicais sob Acacia tortilis subsp. raddiana em Senegal, em duas
diferentes épocas de amostragem, e observaram maior porcentagem de clones de
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria na estacéo
chuvosa. Orr et al. (2011), estudando a diversidade de bactérias diazotréficas de vida
livre em solos sob diferentes sistemas de rotacéo de culturas na Inglaterra, obtiveram
correlacdo negativa entre a diversidade do gene nifH (baseada nos perfis de DGGE)
e os teores de NO3 e NH4* no inverno (estacdo fria e seca), enquanto no outono

(estacdo quente e umida) observaram correlacdo positiva.
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As leguminosas exsudam grandes quantidades de compostos organicos, como
acucares, aminoacidos (como as betainas) e acidos organicos, que servem como
fonte de carbono e energia para 0s micro-organismos presentes no solo e afetam a
expressao de alguns genes ligados ao ciclo do N, agindo como indutores da atuagéo
desses organismos (CERRO et al., 2015; JANCZAREK et al., 2015). Sugiyama et al.
(2014) analisaram as comunidades bacterianas em solo rizosférico e no solo néao
rizosférico (a 20 cm de distancia das plantas) durante o crescimento da soja e
observaram maior abundancia de bactérias, com base no nimero de copias do 16 S
rRNA, e maior abundancia relativa de unidades taxondmicas operacionais na
rizosfera. Além disso, a melhoria da qualidade quimica do solo sob a copa das
leguminosas é outro fator que pode induzir a atuacdo da microbiota (SILVA et al.,
2013a). Com isso, € possivel que a abundancia e o perfil dos micro-organismos
ligados ao ciclo do N em solos sob o consorcio de leguminosas com gramineas
forrageiras sejam afetados pela distancia a partir das leguminosas.

As comunidades microbianas do solo ndo sdo determinadas apenas pela
comunidade de plantas que colonizam o solo. Kuramae et al. (2012) observaram que
as principais diferencas nas comunidades de bactérias ndo estavam relacionadas aos
tipos de uso de terra, mas sim as caracteristicas fisico-quimicas dos solos. Utilizando
estatistica multivariada, Qu et al. (2016) relacionaram as caracteristicas fisico-
guimicas dos solos aos resultados de DGGE e verificaram que os principais fatores
gue determinaram a composicado das comunidades de bactérias foram a relacao N/P,
a condutividade elétrica (CE), pH, Carbono Orgéanico (CO) e a relagdo C/N.

Sendo assim, a avaliacdo do perfil, diversidade e abundancia dos micro-
organismos diazotréficos e aménio oxidantes em solos sob pastagem consorciada
com leguminosas e a correlacdo entre as caracteristicas dessas comunidades
microbianas e as propriedades quimicas do solo permitem compreender o efeito
desse sistema sobre a microbiota que realiza papéis fundamentais no
agroecossistema, possibilitando julgar sua eficacia na melhoria da qualidade biol6gica

do solo, que reflete sobre a pastagem.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Area de Estudo e Amostragem

A area de estudo esta situada na Estacéo Experimental do Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA), em Itambé, PE (07° 25’, 35° 06’ W, 190 m de altitude) (Figura
1). O clima é quente e umido, classificado com AS’ pela classificagcdo de Képpen, com
precipitacdo pluvial média de 1.200 mm ano, temperatura média anual de 24°C e
umidade relativa do ar de 80%, com maior ocorréncia de chuvas de abril a julho (IPA,
1994; CPRH, 2003). Os solos predominantes na area sao classificados como
Argissolo Vermelho-Amarelo Tb distrofico Umbrico (JACOMINE et al., 1973;
EMBRAPA, 2006).

O experimento, instalado em 2011, € composto por nove parcelas de 1 ha com
leguminosas arboreas, Sabia (Mimosa caesalpinifolia) e Gliricidia (Gliricidia sepium),
além da Braquiaria solteira (Brachiaria decumbens) sem adubacdo nitrogenada. O
plantio das leguminosas foi realizado em fileiras duplas, com espacamento de 15 m x
1 m x 0,5 m, com a presenca de braquiaria entre as faixas de leguminosas. O
delineamento experimental adotado foi em blocos ao acaso com trés tratamentos, dois
consorcios de graminea + leguminosa: Braquiaria + Sabia (B+S) e Braquiaria +
Gliricidia (B+G), e um mantendo a braquiéria solteira (B), com trés repeticdes.

A area experimental, nos tratamentos contendo consércio graminea +
leguminosa, foi dividida em trés transectos (Figura 2), no sentido do maior
comprimento, ao longo do qual foram marcados pontos entre as fileiras simples de
leguminosas na fileira dupla (0 m), a quatro metros de distancia das fileiras duplas (4
m) e a oito metros de distancia das fileiras duplas (8 m) (Figura 3) para obtencéo de
amostras compostas na profundidade de 0,20 m. Nas parcelas com o cultivo de
braquiaria solteira, trés amostras simples foram coletadas aleatoriamente para a
composicdo de uma Unica amostra composta na mesma profundidade.

Os equipamentos usados foram lavados entre as coletas em cada ponto. As
amostras foram armazenadas em sacos plasticos estéreis e mantidas em ambiente
resfriado e, posteriormente, congeladas a -20°C. As coletas foram realizadas em
novembro de 2015 (estagédo seca) e junho de 2016 (estagcdo chuvosa), onde as
precipitacdes pluviais acumuladas em cada més foram de 3,5 mm e 52,5 mm,

respectivamente.
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Figura 2. Representacéo da parcela experimental e distribuicdo dos transectos para coleta de solo em
pastagem consorciada com leguminosas em Pernambuco
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Figura 3. Detalhe dos pontos de coleta de solos nos transectos ao longo de uma parcela experimental
com consorcio graminea + leguminosa
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3.2 Andlise dos atributos fisicos e quimicos do solo

Para determinacéo dos atributos fisicos e quimicos do solo, as amostras foram
secas ao ar, homogeneizadas e passadas em peneira de 2 mm de abertura de malha.
A caracterizacgéo fisica deteve-se a andlise granulométrica, utilizando o método do
densimetro (ALMEIDA et al., 2012) (Tabela 1). Nas analises quimicas determinou-se
o pH em agua (1:2,5), Ca*?, Mg*?, K*, Na*, Al*3, H+Al, P, carbono organico (CO), NH4",
NOs, Fe e Mo (Tabela 2 e 3).

O Ca?*, Mg?*, AI**, NH4* e NOs foram extraidos por KCl a 1,0 mol LY; o K*, Na*,
P, Fe e Mo por Mehlich-1; o H+Al por acetato de célcio 0,5 mol L ajustado apH 7. O
Ca?*, Mg?* e Fe foram determinados por espectrofotometria de absorcdo atdmica, o
K* e o Na* foram determinados por fotometria de chama, o P por colorimetria e o AI3*
e (H+Al) por titulometria. O CO foi determinado por oxidag&o via Umida com dicromato
de potassio. NH4* e NOs™ foram determinados por destilacdo por arraste de vapores
(EMBRAPA, 2009). O Mo foi dosado por colorimetria como descrito por Fontes et al.
(2000).

3.3 Extracéo de DNA do solo

O DNA foi extraido a partir de 0,4 g de solo, utilizando o Kit DNeasy PowerSoill
(QIAGEN Laboratories, Carlsbad, CA, USA), seguindo as instru¢des do fabricante. A
integridade do DNA obtido foi verificada em eletroforese em gel de agarose 1 % a 100
V por 30 min, em tampéo TBE 0,5x (Tris, Borato, EDTA) adicionado ao corante Sybr®
Gold (Invitrogen, Breda, The Netherlands).

3.4 Analise de amplicons em eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(PCR-DGGE)

Nas analises de PCR-DGGE foram utilizadas as amostras coletadas a zero
metros das leguminosas nos tratamentos com consorcio e as amostras coletadas na
pastagem solteira, na estacdo Umida, para avaliar o efeito da introducdo das
leguminosas; enquanto para avaliar o efeito do sistema silvipastoril como um todo
foram utilizadas as amostras coletadas a zero (0 m), quatro (4 m) e oito metros (8 m)
a partir das leguminosas e as amostras coletadas na pastagem solteira, nas duas

estacOes climéticas distintas.
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Para bactéria total foi utilizado o fragmento do gene 16S rRNA como marcador
molecular, amplificado usando os primers 341f-GC e 518R (MUYZER et al., 1993).
Para a andlise de bactérias amdnio oxidantes (AOB) e diazotréficos (nifH) foi utilizado
nested PCR. As comunidades de bactérias amoénio oxidantes (AOB) foram acessadas
por meio de uma regido especifica do gene 16S rRNA, exclusiva de AOB pertencentes
a subdivisdo 3 proteobactérias, amplificada com os primers CTO189fA/CTO189fB,
CTO189fC e CTO 654r. Os amplicons resultantes foram utilizados como molde na
segunda reacdo de PCR com os primers 341f-GC e 518R. As reacoes foram feitas
conforme descrito por Kowalchuk et al. (1997). Para a amplificacéo do gene nifH foram
utilizados os primers FGPH19 e PolR na amplificacao inicial, realizando-se a segunda
reacdo com os primers POLF-GC e AQER. As condi¢cdes e concentracdes das
reacoes foram feitas conforme descrito por Simonet et al. (1991) e Poly, Monrozier e
Bally (2001).

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.
Posteriormente, os amplicons foram analisados por DGGE utilizando-se um sistema
de eletroforese vertical DCode (BioRad). Para a andlise, foram preparados géis de
poliacrilamida 8% (w/v), com gradiente desnaturante de 15 a 55% para 16S rRNA
(bactéria total) e 16S rRNA (AOB). Para nifH utilizou-se o gradiente de 20 a 70% na
avaliacdo do efeito da introducdo das leguminosas e 20 a 55% na avaliacdo do
sistema silvipastoril como um todo. 100% de desnaturacdo consistiu na concentracao
de 7M de ureia e 40% de formamida. Os géis foram submetidos a eletroforese por 3
horas a 200 Volts com temperatura de 60°C. Apés eletroforese, os géis foram corados
com SYBR-Gold (Invitrogen, Breda, The Netherlands) em TAE (Tris, Acetato, EDTA)
0,5 x no escuro por 40 minutos e fotografados sob luz ultravioleta usando um
transiluminador UV E-BOX VX2.

Os geéis foram analisados utilizando o programa GelAnalyzer 2010. A
similaridade entre as estruturas de comunidades de bactérias totais, bactérias
fixadoras de nitrogénio e amonio oxidantes foi determinada com base na presenca ou
auséncia de amplicons detectados apés DGGE. As matrizes foram geradas utilizando
o indice de similaridade de Bray-Curtis e as analises de agrupamento foram feitas
usando a média dos grupos com o programa ‘Primer 6° (Phymouth Marine, Primer,
Reino Unido) e as diferencas entre os tratamentos foram avaliadas pela analise de
similaridade (ANOSIM).
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A diversidade, dominancia e equitabilidade das comunidades de bactérias
totais, bactérias amonio oxidantes e diazotroficos foi avaliada pelos indices de
diversidade de Shannon (S), indice de dominancia de Simpson (D) e indice
equitabiliade de Pielou (E). Para isso foram utilizados o nimero de bandas presentes
nas faixas do gel e os perfis de intensidade de bandas, onde a intensidade foi
considerada como a altura dos picos no perfil. Os indices H’, D e E foram calculados

de acordo com as seguintes equacoes:

i=S i=S HI
H’=—Zpilnpi Dzzmz E:m
i=1 i=1

onde S (riqueza de amplicons) é o numero de bandas no perfil, pi = ni/N; ni é a altura

do pico e N é a soma de todas as alturas dos picos no perfil.

3.5 Quantificacdo de bactérias totais, amonio-oxidantes e diazotroficos por PCR

em tempo real (QPCR)

A abundancia de bactérias totais, AOB e diazotréficos foi quantificada por
gPCR, utilizando como genes alvo 0 16S rRNA (bactéria total e AOB) e o gene nifH,
respectivamente. Os primers e as condi¢cfes das reacfes sao apresentadas na Tabela
1. Um controle negativo foi adicionado em todas as quantificacdes visando o
monitoramento de contaminacodes.

As reacgdes foram realizadas em triplicatas, no volume final de 10 pyL contendo
5 uL do kit GoTag® qPCR Master Mix (Promega, USA), 10 uM de primers e 1 uL de
DNA, usando o LightCycler® 480 (Roche Applied Science). As curvas padrdes foram
obtidas utilizando diluicdes seriadas (101 a 10°) de amostras de DNA metagendmico
com concentracdo conhecida. Todas as reacfes de amplificacdo apresentaram
valores de eficiéncia entre 98 e 100%, e os valores de R? das curvas padrdo foram

sempre maiores que 0,98.
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3.6 Andlises estatisticas

Os dados quantitativos foram inicialmente avaliados quanto a normalidade e
homocedasticidade, sendo transformados em logaritmo quando necessario. Em
seguida, foram analisados utilizando contraste ortogonal, onde foram realizadas as
seguintes comparacgfes: tratamentos com braquiaria solteira contra os com o0
consorcio graminea + leguminosa (B+L x B), braquiaria solteira contra a faixa de
leguminosas (B x B+L Om) e entre as estacdes climaticas independente do manejo
(Umida x Seca); ao nivel de significancia de 5 % pelo teste de t. Apds a analise, os
tratamentos com consorcio graminea + leguminosa foram analisados separadamente,
onde os resultados foram submetidos a analise de variancia, em arranjo fatorial 2x3x2
(dua espécies leguminosas x trés distancias x duas estacdes), utilizando o Mixed
Procedure do SAS, onde os melhores modelos foram selecionados com base no
menor AIC (Critério de Informacdo de Akaike). Para testar as diferencas
estatisticamente significativas foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A andlise de componentes principais (PCA) foi baseada nos dados de qPCR,
DGGE e atributos quimicos do solo, e teve como finalidade observar os agrupamentos
dos tratamentos e sua associacdo com os atributos do solo (LEPS; SMILAUER 2003).
O programa CANOCO verséao 4.5 foi utilizado para a realizacdo da PCA (Biometris,
The Netherlands).

Os coeficientes de correlacado de Spearman (p) foram calculados utilizando o
CORR Procedure do SAS para determinar associa¢fes significativas entre variaveis

discriminantes.
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Tabela 1. Primers e condi¢des de ciclagem usados para amplificar os genes alvo

Primers PCR-DGGE

Sequéncias (5°-3’)

Condicdes de
ciclagem térmica

Bactéria total (16S rRNA)

341f-GC?
518rt

AOB (16S rRNA)

CTO189fA/CTO189B
CTO189fC?
R13

Diazotréficos (nifH)

FGPH19*
PolR®

PolF-GC®

AQERS

CGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGE

ATTACCGCGGCTGCTGG

GGAGRAAAGCAGGGGATCG
GGAGGAAAGTAGGGGATCG
CGTCCTCTCAGACCARCTACTG

TACGGCAARGGTGGNATH
ATSGCCATCATYTCRCCG

CGCCCGCCGLGLLeeaseaeeeaaeceeaecea
CCCCCGCCCCTCCGAYCCSAARGCBGACTC

ACTATGTAGATYTCCTG

95°C 10 min, 1
ciclo; 95°C 1 min,
57°C 1 min, 72°C 3
min, 30 ciclos;
72°C 10 min, 1
ciclo

95°C 3 min, 1 ciclo;
95°C 30 s, 57°C 1
min, 68°C 45 s, 35
ciclos; 68°C 5 min,
1 ciclo

95°C 5 min, 1 ciclo;
95°C 1 min, 55°C 1
min, 72°C 2 min, 30
ciclos; 72°C 10
min, 1 ciclo

94°C 5 min, 1 ciclo;
95°C 1 min, 48°C 1
min, 72°C 2 min, 30
ciclos; 72°C 10
min, 1 ciclo

Primers qPCR

Sequéncias (5°-3’)

Condicdes de
ciclagem térmica

Bactéria total (16S rRNA)

341f!
518rt

AOB (16S rRNA)

CTO189fA/CTO189fB
CTO189fC?
R13

Diazotréficos (nifH)

FGPH19*
PolR®

CCTACGGGAGGCAGCAG
ATTACCGCGGCTGCTGG

GGAGRAAAGCAGGGGATCG
GGAGGAAAGTAGGGGATCG
CGTCCTCTCAGACCARCTACTG

TACGGCAARGGTGGNATH

ATSGCCATCATYTCRCCG

95°C 5 min, 1 ciclo;
95°C 10 s, 60°C 10
s, 72°C 30 s, 40
ciclos

95°C 3 min, 1 ciclo;
95°C 30 s, 58°C 1
min, 68°C 45 s, 35
ciclos; 68°C 5 min,
1 ciclo

95°C 5 min, 1 ciclo;
94°C 1 min, 57°C
45 s, 72°C 1 min,
30 ciclos; 72°C 7
min, 1 ciclo

IMuyzer et al. (1993); ?Kowalchuk et al. (1997); *Hermansson and Lindgren (2001); “Simonet et al.
(1991); 5Poly, Monrozier e Bally (2001)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Atributos fisicos e quimicos do solo

Os solos da &rea experimental apresentaram textura Franco-argiloarenosa em
todos os tratamentos, com teores de areia variando de 49,6 a 66,0%, silte variando de

13,2 a 18,7% e argila variando de 17,4 a 33,2% (Tabela 2).

Tabela 2. Atributos fisicos dos solos sob sistema silvipastoril

Tratamentos
Atributos fisicos Braquiaria Braquiaria+Gliricidia Braquiaria+Sabia
Areia (g kg)t 575 + 25 524 + 8 549 + 4
Silte (g kg')! 165 + 5 155 + 10 140 1
Argila (g kgt)! 259 + 26 321+3 311+ 4
Classe textural Franco-argiloarenosa

Médias seguidas pelo valor do erro padréo; n = 3.

Os solos apresentaram valores de pH e H+AIl significativamente diferentes
entre os tratamentos, onde as amostras sob os tratamentos com consorcio graminea
+ leguminosa (B+L) mostraram pH mais baixo e maior acidez potencial (Tabelas 3 e
4). Observou-se CTC significativamente maior nos solos sob B+L. Também foi
observado diferencas significativas no teor de nitrato (N-NO3’) entre os solos sob a
faixa de leguminosas (B+L 0 m) e os solos sob pastagem solteira (B). A tabela 5
apresenta os contrastes e as comparacoes (teste de t) entre os atributos quimicos que

mostraram efeito significativo.
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Tabela 3. Atributos quimicos dos solos sob sistema silvipastoril na estacdo seca

Tratamentos
Atributos Braquiéaria Braquiéaria +Gliricidia Braquiaria+Sabié
quimicos

pH (H20) 5,41 + 0,05 5,18 + 0,04 4,98 + 0,03
P (mg kg 14,76 + 2,61 14,75 + 2,27 13,93 + 1,28
N-NH4* (mg kg?) 37,35+7,13 23,35+ 2,75 21,01 + 1,44
N-NOz" (mg kg1) 5,45 + 0,45 15,82 + 0,91 23,99 + 8,15
CO (g kg?) 39,90 + 0,12 43,33+ 1,90 44,94 + 1,01
Fe (mg kg 31,74 + 4,89 31,46 + 4,62 34,92 + 4,76
Mo (mg kg™?) 0,24 + 0,03 0,20 £ 0,02 0,19 £ 0,02
Ca?* (cmolc kg?) 3,58+0,18 4,36 + 0,43 3,95+0,15
Mg?* (cmolc kg) 0,71+ 0,08 0,84 + 0,02 0,68 + 0,07
K* (cmolc kg?) 0,28 £ 0,06 0,33+0,01 0,25 + 0,02
Na* (cmolc kg™?) 0,05 + 0,00 0,06 + 0,00 0,05+ 0,00
AIR* (cmolc kg?t) 0,22 £+ 0,03 0,31+ 0,06 0,31+ 0,06
H + Al (cmolc kg?) 4,98 +£ 0,19 5,68 + 0,23 6,22 + 0,29
SB (cmolc kg?) 4,61+ 0,29 5,58 + 0,44 4,93 +0,18
T (cmolc kg?) 9,60 + 0,23 11,27 £ 0,33 11,15+ 0,35
t (cmolc kg 4,83+ 0,27 5,89 + 0,39 5,24 + 0,15
V (%) 47,93 + 2,30 48,72 + 2,87 44,42 + 1,49
m (%) 4,75+0,81 6,15+ 1,64 6,16 + 1,30

Médias seguidas pelo valor do erro padrdo; n = 3. Média das distancias 0, 4 e 8 metros em
Braquiéria+Gliricidia e Braquiaria+Sabia. CO: Carbono orgéanico total; SB: Soma de bases; T: CTC
potencial; t: CTC efetiva; V: Saturagdo por bases; m: Satura¢do por aluminio
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Tabela 4. Atributos quimicos dos solos sob sistema silvipastoril na estacdo Umida

Tratamentos
Atributos Braquiéaria Braquiaria+Gliricidia Braquiaria+Sabia
guimicos

pH (H20) 5,74 + 0,02 5,55+ 0,05 5,33+0,02
P (mg kg 13,35 + 1,47 12,76 + 1,85 11,83 + 0,30
N-NH4* (mg kg?) 38,91 +2,38 23,86 + 1,50 24,90 £ 1,87
N-NOs" (mg kg1) 4,67 + 0,58 4,80 + 0,40 5,45+ 0,59
CO (g kg™?) 29,91 + 2,09 30,70 + 0,57 30,88 + 1,32
Fe (mg kg?) 37,22 + 5,66 32,86 + 2,01 36,88 + 2,84
Mo (mg kg?) 0,04 + 0,02 0,02 £ 0,00 0,01 +0,01
Ca?* (cmolc kg?) 2,84 +0,15 3,59 + 0,19 3,02+0,01
Mg?* (cmolc kg) 0,55 + 0,06 0,57 + 0,03 0,58 + 0,01
K* (cmolc kg?) 0,32+ 0,05 0,27 £ 0,02 0,09 £ 0,01
Na* (cmolc kg?) 0,04 + 0,00 0,06 + 0,00 0,04 £ 0,00
AIR* (cmolc kg?t) 0,20 £ 0,00 0,29 £ 0,05 0,54 + 0,06
H + Al (cmolc kg?) 5,58 + 0,25 5,91 + 0,20 6,82 + 0,29
SB (cmolc kg 3,75+0,23 4,49 + 0,21 3,73+ 0,02
T (cmolc kg?) 9,34 + 0,49 10,40 £ 0,14 10,54 + 0,28
t (cmolc kg) 3,95+ 0,23 4,78 + 0,17 4,27 + 0,06
V (%) 40,06 + 0,52 43,16 + 1,85 35,46 + 1,03
m (%) 5,18 + 0,34 6,43+ 1,23 12,68 + 1,24

Médias seguidas pelo valor do erro padrdo; n = 3. Média das distancias 0, 4 e 8 metros em
Braquiéria+Giliricidia e Braquiaria+Sabia. CO: Carbono orgéanico total; SB: Soma de bases; T: CTC
potencial; t: CTC efetiva; V: Saturagdo por bases; m: Satura¢do por aluminio
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Tabela 5. Contrastes ortogonais e comparacfes entre os manejos e as diferentes
estacdes climaticas (Seca e Umida) para os atributos quimicos do solo

Contraste (6{0) N-NO3z pH H+Al SB CTC Mo
t Value
B+L x B 0,98ns 1,11ns -3,85%* 2,19* 1,38ns 3,03* -0,98ns
BxB+LOm 0,93ns -2,74* 3,52* -1,87ns -1,92ns -1,94ns 1,30ns
Umida x Seca  -6,85**  -6,42** 5,95** 2,59* -4,30** -3,13** -8,85**

B+L: consércio graminea + leguminosa (média das distancias); B+L 0 m: faixa de leguminosas, B:
braquiaria solteira. *significativo a 5%; **significativo a 1%; " ndo significativo pelo teste de t

A maior acidez do solo sob Gliricidia e Sabia, quando comparada a Braquiéria,
também foi reportada por Silva et al. (2013), que atribuiram esta acidez a maior
liberacdo de H* pelas leguminosas para o balanceamento de cargas entre o solo e a
raiz, devido a maior absorcao de cations. Uma vez que o processo de nitrificacdo gera
H* para o solo (HEIL; VEREECKEN; BRUGGEMANN, 2015), a diferenca no pH entre
B+L e B (e B+L Om e B) também pode ser atribuida a menor atividade de nitrificadores
nos solos sob Braquiaria (BOWATTE et al., 2011), o que corrobora 0s maiores teores
de N-NH4*, menores teores de N-NOs™ e a menor abundancia de AOB em B (Figura 7)
e nos pontos mais distantes das leguminosas (Figura 9a).

O efeito significativo da estacdo climatica sobre os atributos quimicos é
atribuido ao maior volume e intensidade de chuvas na estacdo Umida, j4 que a agua
da chuva transporta os elementos quimicos e compostos organicos para horizontes
mais profundos do solo (MENDES et al., 2015; ROSOLEM; CALONEGO; FOLONI,
2003; SPARLING et al., 2016), resultando em maior teor de CO, N-NOgz", SB e Mo na
estacao seca.

4.2 Efeito da introducdo de leguminosas arbOreas sobre a estrutura das

comunidades microbianas

O agrupamento hierarquico para bactérias totais e AOB formou dois grupos
distintos: um agrupando amostras dos tratamentos com consoércio graminea +
leguminosa e outro com amostras de B (Figura 4a e 4b). Na analise das comunidades
de diazotroficos ndo houve a formacéo de grupos bem definidos entre os tratamentos

(Figura 4c).
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Figura 4. Perfil de amplicons e agrupamento hierarquico do gene 16S rRNA de bactéria total (a), do
gene 16S rRNA de bactérias amdnio oxidantes (AOB) (b) e do gene nifH de diazotréficos (c) a zero
metros das leguminosas em solos sob sistema silvipastoril. B: Braquiaria; B+S: Braquiaria + Sabig;
B+G: Braquidria + Gliricidia, R: repeti¢cdes; M: marcador

A ANOSIM comprovou que a estrutura das comunidades de bactérias totais e
AOB é claramente distinta (R Statistic > 0,5) entre o solo sob leguminosas e o solo
sob a braquiaria cultivada de forma solteira (Tabela 6). Essa diferenca pode esta
relacionada a modificacdo dos atributos quimicos do solo pelas leguminosas,
principalmente aqueles relacionados a acidez (JESUS et al.,, 2009), como
demonstrado por Jeanbille et al. (2015) e Nicol et al. (2008), que observaram
correlacdo entre mudancas na estrutura das comunidades de bactérias totais e AOB
e o0 pH (e atributos quimicos relacionados) do solo. Devido a maioria dos taxons
bacterianos apresentarem tolerancia ao pH relativamente estreita para o crescimento,
a acidez do solo influencia diretamente a estrutura e abundancia das comunidades

(ROUSK et al., 2010).
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Tabela 6. Valores de R Statistic do teste de pareamento da analise de similaridade
baseados nos perfis da eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) dos
genes 16S rRNA de bactéria total e bactérias aménio oxidantes (AOB), e do gene nifH
de diazotroficos a zero metros das leguminosas em solos sob sistema silvipastoril

Tratamentos Bacteria AOB nifH
R Statistic
Braquiaria x Braquiaria + Gliricidia 0,81* 0,61* 0,24"
Braquiaria x Braquiaria + Sabia 0,79* 0,48* 0,14"s
Braquiaria + GI|r|C|Q|fi X Braquiaria + 0,07 018 0,03
Sabia

*significativo a 10%; "s ndo significativo. R > 0,75: grupos bem separados; R > 0,5: grupos com
sobreposi¢cdo, mas claramente diferenciados; R < 0,25: grupos pouco separados

A auséncia de diferengas significativas nas comunidades de diazotroficos entre
B+G e B e B+S e B é atribuida a utilizagdo do gradiente desnaturante de 20 a 70%, o
qual ndo se mostrou adequado a migracao dos amplicons do gene nifH, uma vez que
a utilizacao do gradiente de 20 a 55% permitiu observar diferencas significativas entre
os tratamentos (Tabela 7 e 8). Muyzer e Smalla (1998) realcam a importancia da
otimizacdo do gradiente desnaturante para a obtencdo de melhor separacdo de
diferentes fragmentos de DNA na técnica de DGGE.

N&o foi observada diferenca significativa entre a introducéo de Gliricidia e Sabia
sobre a estrutura das comunidades avaliadas, apesar das espécies pertencerem a
subfamilias distintas (Papilionoideae e Mimosoideae, respectivamente) e de haver
registros da sua associacdo com diferentes bactérias (ACOSTA-DURAN; MARTINEZ-
ROMERO, 2002; COELHO et al., 2018; MARTINS et al., 2015).

4.3 Efeito do sistema silvipastoril com leguminosas arbdreas sobre a estrutura

e diversidade das comunidades microbianas

4.3.1 Estrutura das comunidades microbianas

Na estacado seca, as analises de agrupamento hierarquico para todos os grupos
de micro-organismos avaliados apresentaram conjuntos bem definidos entre os
tratamentos, separando as amostras coletadas a zero metros das amostras coletadas
a oito metros.

Na analise de bactéria total, Braquiaria+Gliricidia coletada a quatro metros

(B+G4m) tendeu a se agrupar com Braquiaria+Gliricidia coletada a oito metros
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(B+G8m), enquanto Braquiaria+Sabia coletada a quatro metros (B+S4m) agrupou-se
melhor com Braquiéria+Sabia coletada a zero metros (B+S0m). Surpreendentimente,
as amostras de Braquiaria solteira (B) agruparam-se com B+S0m (Figura 5a).

Para AOB, B+G4m nao apresentou um padrao de agrupamento, mostrando-se
disperso entre os grupos formados por Braquiaria+Gliricidia coletada a zero metros
(B+GOm) e B+G8m; enquanto em B+S as amostras coletadas a quatro metros
seguiram a mesma tendéncia das comunidades de bactéria total, com B+S4m
agrupando-se com B+S0Om. As amostras de B agruparam-se com uma repeticdo de
B+GOm (Figura 5b).

Na andlise de diazotréficos, assim como bactéria total, B+G4m agrupou-se com
B+G8m, enquanto B+S4m tendeu a se agrupar com B+SOm. As amostras de B
agruparam-se entre si (Figura 5c).

Os resultados do teste de pareamento da ANOSIM para bactéria total entre os
manejos mostraram diferenca significativa apenas entre B+G8m e B, apresentando R
Statistic igual a 0,80 (p < 0,05), indicando comunidades bacterianas distintas. Para
AOB, observou-se diferencas significativas entre B+S(0m e 8m) e B (R Statistic = 0,64
e 0,74, respectivamente; p < 0,05), apresentando comunidades claramente
diferenciadas. Ja para nifH, observou-se comunidades claramente diferenciadas entre
B+G(0Om e 4m) e B (R Statistic = 0,60 e 0,61, respectivamente; p < 0,05) (Tabela 7).

Os resultados da andlise entre as distancias apresentaram diferencas
significativas entre todos os pontos, para todos os grupos microbiaianos avaliados,
com pouca dissimilaridade entre O e 4 metros e entre 4 e 8 metros, enquanto 0s pontos
0 e 8 metros se mostraram claramente diferenciados.

Esses resultados mostram que o efeito do sistema silvipastoril sobre as
comunidades de bactéria total e AOB néo se limita a faixa de influéncia do sistema
radicular e copa das leguminosas, uma vez que 0s mesmos nao chegam a oito metros
de distancia a partir do caule (FONTE et al., 2013; CARVALHO, 2007; OZIER-
LAFONTAINE; LECOMPTE; SILLON, 1999). A diferenca na estrutura das
comunidades de bactéria total e AOB entre o consércio graminea + leguminosa a oito
metros e o manejo da braquiaria solteira pode estar relacionada a reducgéo do pastejo
nos pontos mais afastados das leguminosas no manejo consorciado (PATRA et al.,
2005; ROUX et al., 2008), uma vez que o gado tende a se reunir e se alimentar nas
areas proximas a sombra (VENDRAMINI et al., 2014).
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Figura 5. Perfil de amplicons e agrupamento hierarquico do gene 16S rRNA de bactéria total (a), do
gene 16S rRNA de bactérias amdnio oxidantes (AOB) (b) e do gene nifH de diazotréficos (¢) em solos
sob sistema silvipastoril na estacéo seca. B: Braquiaria: 1, 2, 3; B+GOm: Braquiéria + Gliricidia a zero
metros: 4, 5, 6; B+G4m: Braquiaria + Gliricidia a quatro metros: 7, 8, 9; B+G8m: Braquiaria + Gliricidia
a oito metros: 10, 11, 12; B+S0m: Braquiaria + Sabia a zero metros: 13, 14, 15; B+S4m: Braquiaria +
Sabia a quatro metros: 16, 17, 18; B+S8m: Braquiéria + Sabié a oito metros: 19, 20, 21; R: repeticdes;
M: marcador

A diferenca na estrutura das comunidades de diazotroficos entre B+G(0m e 4m)
e B, e entre os pontos 0 m e 8 m em ambos 0s consorcios, é atribuida a associagao
das leguminosas a bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas (rizobios)
(FLORENTINO et al, 2014; SANTOS, 2017), enquanto a oito metros ha a
predominancia de bactérias de vida livre e associativas na pastagem (MOREIRA et
al., 2010; GUPTA et al., 2014).
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Tabela 7. Valores de R Statistic do teste de pareamento da andlise de similaridade
baseados nos perfis da eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) do
gene 16S rRNA de bactéria total e bactérias aménio oxidantes (AOB), e do gene nifH
de diazotroficos em solos sob sistema silvipastoril na estacéo seca

Bactéria total (16S rRNA)

R Statistic
Manejo Om 4m 8m
Braquiaria x Braquiaria + Gliricidia 0,35" 0,22m 0,32"
Braquiéria x Braquiéria + Sabia -0,04" 0,21 0,80**
Distancia R Statistic
0 metros x 4 metros 0,26*
0 metros x 8 metros 0,63**
4 metros x 8 metros 0,25**
AOB (16S rRNA)
R Statistic
Manejo Om 4m 8m
Braquiaria x Braquiaria + Gliricidia -0,03m 0,33* 0,207
Braquiaria x Braquiaria + Sabia 0,64** 0,11" 0,74**
Distancia R Statistic
0 metros x 4 metros 0,36*
0 metros x 8 metros 0,61**
4 metros x 8 metros 0,39*
Diazotroficos (nifH)
R Statistic
Manejo Om 4m 8m
Braquiaria x Braquiaria + Gliricidia 0,60*  0,61** 0,49*
Braquiaria x Braquiéria + Sabia 0,24ns 0,39* 0,45**
Distancia R Statistic
0 metros x 4 metros 0,50**
0 metros x 8 metros 0,64**
4 metros x 8 metros 0,21"s

*significativo a 10%; **significativo a 5%; " nao significativo. R > 0,75: grupos bem separados; R > 0,5:
grupos com sobreposicao, mas claramente diferenciados; R < 0,25: grupos pouco separados

Na estacdo Umida, as andlises de agrupamento hierarquico de todos o0s grupos
de micro-organismos avaliados tornaram ainda mais visiveis 0s agrupamentos
formados entre os tratamentos, mostrando novamente a tendéncia de separacéo entre
os grupos formados pelas amostras coletadas a zero metros dos grupos formados
pelas amostras coletadas a oito metros, com as amostras coletadas a quatro metros
comportando-se como intermediarias entre os dois extremos (0 e 8 m). As amostras

de B agruparam-se entre si (Figura 6).
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Figura 6. Perfil de amplicons e agrupamento hierarquico do gene 16S rRNA de bactéria total (a), do
gene 16S rRNA de bactérias amdnio oxidantes (AOB) (b) e do gene nifH de diazotréficos (¢) em solos
sob sistema silvipastoril na estacdo Umida. B: Braquiéaria: 1, 2, 3; B+GOm: Braquiaria + Gliricidia a zero
metros: 4, 5, 6; B+G4m: Braquiaria + Gliricidia a quatro metros: 7, 8, 9; B+G8m: Braquiaria + Gliricidia
a oito metros: 10, 11, 12; B+SOm: Braquiaria + Sabia a zero metros: 13, 14, 15; B+S4m: Braquiéria +
Sabia a quatro metros: 16, 17, 18; B+S8m: Braquidria + Sabi& a oito metros: 19, 20, 21; R: repeticdes;
M: marcador

Em todos os grupos de micro-organismos avaliados as amostras coletadas a
guatro metros (B+G4m e B+S4m) tenderam a se agrupar com as amostras coletadas
a zero metros (B+GOm e B+S0m), exceto em AOB no consorcio Braquidria + Sabia,
onde B+S4m agrupou-se a B+S8m. Isto evidencia o aumento do raio de influéncia das
leguminosas sobre as comunidades de bactérias totais e diazotréficos na estacao
Uumida, explicado pelo maior desenvolvimento de folhas e ramos das leguminosas
nessa estacdo (APOLINARIO et al., 2015), podendo ultrapassar quatro metros a partir

do fuste. Aléem disso, o suprimento hidrico durante estacdo Umida pode ter
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intensificado a atividade radicular das plantas, promovendo condigdo favoravel ao
estabelecimento da simbiose leguminosa-rizébio (PEOPLES et al., 2012).

Os resultados do teste de pareamento da ANOSIM para bactéria total entre os
manejos mostraram diferencas significativas entre B e B+G em todas as distancias
avaliadas, apresentando valores de R Statistic superiores a 0,75, indicando
comunidades bacterianas distintas. Também foram observadas comunidades
bacterianas distintas entre B+S(4 m e 8 m) e B (R Statistic = 0,61 e 0,85,
respectivamente; p < 0,05). Para AOB, foram observadas diferencas significativas
entre B+S(4 m e 8 m) e B, com comunidades distintas entre B+S4m e B. Para nifH,
observou-se comunidades claramente diferenciadas entre B+G(0 m e 4m) e B (R
Statistic = 0,62 e 0,61, respectivamente; p < 0,05) e entre B+S(O me 4 m) e B (R
Statistic = 0,81 e 0,79, respectivamente; p < 0,05).

Os resultados da andlise entre as distancias para bactéria total e AOB
apresentaram diferencas significativas entre todos 0s pontos, com pouca
dissimilaridade entre os pontos em AOB, enquanto bactéria total apresentou grupos
claramente diferenciados entre 0 e 8 metros. As comunidades de diazotréficos, por
sua vez, apresentaram diferencas significativas entre 0 e 8 metros e entre 4 e 8
metros, com comunidades claramente diferenciadas entre os pontos (Tabela 8).

Cubillos et al. (2016) também observaram diferengas significativas nas
estruturas das comunidades de bactérias totais e AOB entre solos sob sistema
silvipastoril com leguminosas (Prosopis juliflora) e pastagens em cultivo solteiro. As
comunidades bacterianas sdo estimuladas pela maior atividade enzimatica e maior
concentragéo de C e N abaixo do dossel das arvores, formando “ilhas de comunidades
microbianas” (CUBILOS et al., 2016). Como a maior parte das bactérias do solo sao
heterotréficas, mudancas na quantidade e qualidade de substrato disponivel no solo
alteram a estrutura de suas comunidades, havendo o favorecimento de bactérias
copiotréficas em solos com altos teores de nutrientes, enquanto bactérias oligotréficas
sao desfavorecidas (LEFF et al., 2015).

A estimulacédo dos diazotréficos pelas leguminosas ocorre pela acdo de uma
série de compostos organicos (flavonoides, betainas, acido jasmonico, entre outros)
gue se acumulam nas extremidades das raizes e sdo secretados pela zona capilar,
sendo essenciais na interagcéo planta-micro-organismo (CERRO et al., 2015; LIRA JR;
NASCIMENTO; FRACETTO, 2015), motivo provavel pelo qual ndo observamos
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diferenga na estrutura das comunidades de diazotroicos entre os pontos mais

distantes das leguminosas e a braquiéaria solteira

Tabela 8. Valores de R Statistic do teste de pareamento da analise de similaridade
baseados nos perfis da eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) do
gene 16S rRNA de bactéria total e bactérias amoénio oxidantes (AOB), e do gene nifH
de diazotroficos em solos sob sistema silvipastoril na estacao Umida

Bactéria total (16S rRNA)

R Statistic
Manejo Om 4 m 8m
Braquiéria x Braquiéria + Gliricidia 0,80**  0,77* 0,85**
Braquiaria x Braquiaria + Sabia 0,44* 0,61** 0,85**
Distancia R Statistic
0 metros x 4 metros 0,44**
0 metros x 8 metros 0,64**
4 metros x 8 metros 0,50**
AOB (16S rRNA)
R Statistic
Manejo Om 4m 8m
Braquiaria x Braquiaria + Gliricidia 0,17  0,18" 0,09"
Braquiéria x Braquiaria + Sabia 0,04 0,51* 0,34**
Distancia R Statistic
0 metros x 4 metros 0,38*
0 metros x 8 metros 0,45*
4 metros x 8 metros 0,27*
Diazotréficas (nifH)
R Statistic
Manejo Om 4m 8m
Braquiaria x Braquiaria + Gliricidia 0,62*  0,61** 0,14ns
Braquiaria x Braquiaria + Sabia 0,81**  0,79** 0,17ns
Distancia R Statistic
0 metros x 4 metros -0,13ns
0 metros x 8 metros 0,61*
4 metros x 8 metros 0,50*

*significativo a 10%; **significativo a 5%; " nao significativo. R > 0,75: grupos bem separados; R > 0,5:
grupos com sobreposicao, mas claramente diferenciados; R < 0,25: grupos pouco separados

4.3.2 Diversidade das comunidades microbianas

A dominancia, diversidade e equitabilidade de bactérias totais, AOB e
organismos diazotréficos foi estimada pelos indices de Simpson (D), Shannon (H) e
Pielou (E), com base nos resultados de DGGE (Tabelas 10 e 11).

N&do foi observado efeito significativo do sistema silvipastoril sobre a

dominancia, diversidade e equitabilidade de bactérias totais. As AOB apresentaram
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maior dominancia sob B. As comunidades de diazotr6ficos mostraram maior

diversidade e equitabilidade sob B+L (Tabela 9).

Tabela 9. Contrastes ortogonais e comparagdo entre os diferentes manejos e
estacbes climéticas para Dominancia (D), diversidade (H’) e equitabilidade (E) de
bactéria total, bactérias amonio oxidantes (AOB) e diazotroficos

Bactéria total (16S rRNA)

Contraste Dominéancia (D) Diversidade (H’) Equitabilidade (E)
t Value
B+L x B -0,53"s 0,80m 0,34"
BxB+LOm -0,06" -0,21"s 0,85"
Umida x Seca 1,79"s -0,72"s -4,49%*
AOB (16S rRNA)
Contraste Dominancia (D) Diversidade (H) Equitabilidade (E)
t Value
B+L x B -2,21* 0,72 0,17ms
BxB+LOm 1,95" -0,66"s -0,63ns
Umida x Seca 0,33"s -0,42" 2,81*
Diazotroficos (nifH)
Contraste Dominancia (D) Diversidade (H) Equitabilidade (E)
t Value
B+L x B -1,82ns 2,51* 2,77*
BxB+LOm 1,67ms -2,21* -1,57"s
Umida x Seca 0,27"s 1,24ns -3,00%*

B+L: consorcio graminea + leguminosa (média das distancias); B+L 0 m: faixa de leguminosas, B:
braquiaria solteira. *significativo a 5%; **significativo a 1%; " ndo significativo pelo teste de t

A maior diversidade de diazotroficos e a menor dominéancia de AOB em B+L,
guando comparado a B, reflete na maior redundancia funcional de bactérias ligadas
ao ciclo do N no solo, o que é essencial na manutencdo do funcionamento do
ecossistema (MENDES et al., 2015), evidenciando a eficacia do manejo do pasto
consorciado com leguminosas na melhoria da qualidade do solo.

As comunidades de bactérias totais e diazotroficos apresentaram maior
equitabilidade na estacdo seca, enquanto AOB apresentou maior equitabilidade na

estacdo Umida. E possivel que a condicdo de umidade do solo na estacdo seca
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(umidade gravimétrica = 6,9%) néo tenha sido critica para as bactérias totais e
diazotroéficos, e que esses grupos microbianos tenham se beneficiado do maior teor
de CO nesta estacéo. Sheik et al. (2015) também observaram maior equitabilidade de
bactérias durante a seca e o calor em pastagens no Oklahoma (EUA). Nas condi¢cbes
de escassez de chuvas, o microbioma sobrevive as custas da reserva de umidade do
solo (SHEIK et al., 2015).

Tabela 10. Valores dos indices de Dominancia (D), diversidade (H’) e equitabilidade
(E) de bactéria total, bactérias amonio oxidantes (AOB) e diazotréficos em solos sob
sistema silvipastoril na estacéo seca

Bactéria total (16S rRNA)
Dominancia (D) Diversidade (H’) Equitabilidade (E)

Braquiaria 0,10+0,01 2,57 £ 0,07 0,88 + 0,01
Braquiéaria+Gliricidia 0,13+0,01 2,45 + 0,08 0,82 +0,01
Braquiaria+Sabia 0,11 +0,01 2,52 £ 0,05 0,89 + 0,01

AOB (16S rRNA)
Dominancia (D) Diversidade (H) Equitabilidade (E)

Braquiéaria 0,14 £ 0,01 2,32 £ 0,05 0,78 £ 0,01
Braquiéaria+Gliricidia 0,13+0,01 2,42 £ 0,05 0,78+ 0,01
Braquiaria+Sabia 0,18+ 0,01 2,10+ 0,04 0,75+ 0,02

Diazotroficos (nifH)
Dominancia (D) Diversidade (H) Equitabilidade (E)

Braquiaria 0,32 +£0,01 1,50 £ 0,04 0,70 £ 0,02
Braquiaria+Gliricidia 0,21 +£0,01 1,94 £ 0,05 0,76 £ 0,02
Braquiaria+Sabia 0,29 £ 0,03 1,73 +£0,08 0,80 + 0,02

Médias seguidas pelo valor do erro padrdo; n = 3. Média das distancias 0, 4 e 8 metros em
Braquiaria+Gliricidia e Braquiaria+Sabia
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Tabela 11. Valores dos indices de Dominéancia (D), diversidade (H’) e equitabilidade
(E) de bactéria total, bactérias amonio oxidantes (AOB) e diazotroficos em solos sob
sistema silvipastoril na estagdo Umida

Bactéria total (16S rRNA)
Dominancia (D) Diversidade (H) Equitabilidade (E)

Braquiaria 0,17+0,01 2,19+ 0,05 0,78 £ 0,01
Braquiaria+Gliricidia 0,16 + 0,01 2,36 £ 0,08 0,78 £ 0,01
Braquiaria+Sabia 0,10 + 0,00 2,58 £ 0,04 0,87 £0,01

AOB (16S rRNA)
Dominancia (D) Diversidade (H) Equitabilidade (E)

Braquiéaria 0,21 £ 0,02 2,09 £ 0,02 0,81+ 0,00
Braquiaria+Gliricidia 0,13+0,01 2,47 £ 0,05 0,78 £ 0,01
Braquiaria+Sabia 0,16 £ 0,01 2,04 £ 0,06 0,88 + 0,01

Diazotroficos (nifH)
Dominancia (D) Diversidade (H’) Equitabilidade (E)

Braquiéaria 0,33+0,03 1,59+ 0,08 0,61 + 0,02
Braquiéaria+Gliricidia 0,17 £0,01 2,16 £ 0,06 0,75+ 0,02
Braquiaria+Sabia 0,26 + 0,02 1,75+ 0,08 0,67 £ 0,02

Médias seguidas pelo valor do erro padrdo; n = 3. Média das distancias 0, 4 e 8 metros em
Braquiaria+Gliricidia e Braquiaria+Sabia.

4.4 Efeito do sistema silvipastorii com leguminosas arbdéreas sobre a

abundancia de bactérias totais, amonio-oxidantes e diazotroéficos

Para todos os grupos de micro-organismos avaliados a maior abundéancia foi
observada em B+L, ndo havendo diferenca significativa apenas para AOB. Também
foram observadas diferencgas significativas no numero de copias do gene nifH entre
B+L Om e B, onde as comunidades de diazotréficos foram mais abundantes em B+L
Om (Figura 7).
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Figura 7. Numero de cépias do gene 16S rRNA de bactéria total (a), do gene 16S rRNA de bactérias
amdnio oxidantes (AOB) (b) e do gene nifH de diazotréficos (¢) em solos sob sistema silvipastoril e sob
braquiaria em cultivo solteiro. B+L: consércio graminea + leguminosa (média das distancias); B+L 0 m:
faixa de leguminosas, B: braquiaria solteira. Barras de erro representam o erro padrdo da média (n=3).
Barras com letras diferentes, em cada grafico, diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de t

A abundancia de bactérias totais foi significativamente afetada pela interacédo
Estacdo climatica x Distancia, onde observou-se diferencas significativas entre
distancias somente na época Umida, com maior nimero de copias do 16S rRNA de
Bacteria nos pontos mais afastados das leguminosas. Esse resultado pode esta
associado a maior producdo de massa de forragem pela braquiaria nos pontos mais
afastados das leguminosas nessa estacdo (COELHO, 2016), levando & maior
deposicao serrapilheira e, com isso, maior abundancia de bactérias. So foi observada
diferenca significativa entre as estacdes a zero metros (0 m), com maior abundancia

na estacao seca (Figura 8).
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Figura 8. Nimero de cépias do gene 16S rRNA de bactéria total em solos sob sistema silvipastoril a
diferentes distancias a partir das leguminosas, em esta¢fes climaticas distintas. Modelo: Componentes
de variancia, AIC = 0,7. Barras da mesma cor seguidos de letras mailsculas idénticas, ou barras de
cores diferentes seguidas por letras minUsculas idénticas, ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo
teste de Tukey

Embora ndo tenha sido observada diferenca estatisticamente significativa na
abundancia de AOB entre B+L e B, observou-se diferengas significativas na
abundancia dessas comunidades entre as distancias a partir das leguminosas, onde
as amostras coletadas a 0 m apresentaram maior nimero de copias do 16S rRNA de
B-proteobacteria amonio-oxidantes quando comparadas as coletadas a quatro e oito
metros (4 e 8 m) (Figura 9a). As comunidades de diazotréficos ndo apresentaram
efeito significativo da distancia, mas mostram maior abundancia a 0 m (Figura 9b).
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Figura 9. Numero de cépias do gene 16S rRNA de bactérias aménio oxidantes (AOB) (a) e do gene
nifH de diazotréficos (b) em solos sob sistema silvipastoril em diferentes distancias a partir das
leguminosas. Modelo: Componentes de variancia, AIC = 0,7. Barras com letras diferentes diferem
estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Tukey



55

A maior abundancia de bactérias totais em B+L é provavelmente resultado da
maior rizodeposi¢cao de compostos organicos via exsudados pelas leguminosas e sua
maior capacidade de alterar os atributos fisicos do solo (como porosidade, umidade e
temperatura), resultando na formacéo de mais micro-habitats para bactérias (MOURA
etal., 2015; WANG et al., 2015), além da melhor fertilidade do solo devido a deposi¢édo
de serrapilheira (SILVA et al., 2013a).

Apesar da influéncia da disponibilidade de N na abundancia das comunidades
de nitrificadores (CHEN et al., 2015; MEYER et al., 2013), uma vez que ndo houve
diferenca significativa no teor de NH4* entre os tratamentos, pode-se atribuir a menor
abundancia de AOB em B, e nos pontos mais distantes das leguminosas, a exsudacao
de inibidores de nitrificacao pela braquiaria. As pastagens do género Brachiaria sdo
conhecidas por exsudar compostos organicos complexos, como acidos fendlicos
metilados e terpenos, capazes de bloquear a enzima amOnio monooxigenase,
reduzindo a nitrificagcdo (SUBBARAO et al., 2009; GOPALAKRISHNAN et al., 2007),
processo que fornece energia para a fixacdo de CO:2 pelas AOB.

A maior abundancia do gene nifH em B+L e em B+L O m, por sua vez, pode
estar relacionada a secrecdo de compostos quimicos sinalizadores pelas
leguminosas, 0s quais estimulam a multiplicacdo de bactérias fixadoras de N
(JANCZAREK et al., 2015).

De maneira geral, nota-se que o consorcio de braquiaria com Gliricidia ou Sabia
contribui para o aumento da abundéancia de bactérias e organismos diazotroficos do
solo, os quais atuam desde a decomposicdo da matéria organica as reacdes
bioguimicas de transformacdo dos elementos (RASHID et al.,, 2016), sendo
fundamentais para a manutencéo da qualidade do solo. Uma vez que a abundancia
de diazotréficos esta associada a sua atividade (HUANG et al., 2011; PEREZ et al.,
2016), é possivel presumir que ha maior fixacéo biolégica de N nos tratamentos com

consorcio graminea + leguminosa.

4.5 Efeito da estagao climatica sobre a abundancia de bactérias totais, amdnio-

oxidantes e diazotroficos

Foi observada maior abundancia de bactérias totais e diazotroficos na estacao
seca, enquanto AOB foi mais abundante na estacdo Umida (Figura 10). Esses

resultados concordam com a equitabilidade dessas comunidades microbianas (Tabela
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9), o que confirma que as comunidades de bactéria total e diazotréicos ndo foram
afetadas pela baixa umidade na estacdo seca. A capacidade das bactérias de
resistirem a restricdo hidrica esta associada a mecanismos adaptativos adquiridos ao
serem submetidas a um regime histérico de precipitacdo ao longo dos anos,
mecanismos que podem estar associados a mudancga na estrutura e abundancia das
comunidades microbianas (EVANS; WALLENSTEIN, 2014).
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Figura 10. Numero de cépias do gene 16S rRNA de bactéria total (a), do gene 16S rRNA de bactérias
amadnio oxidantes (AOB) (b) e do gene nifH de diazotréficos (c) em estagdes climéticas distintas. Barras
de erro representam o erro padrdo da média (n=3). Barras com letras diferentes, em cada grafico,
diferem estatisticamente ao nivel de 1% pelo teste de t

Di et al. (2014) também observaram aumento na abundancia de AOB com o
aumento da umidade do solo em pastagens na Nova Zelandia. A maior umidade do
solo afeta a eficiéncia dos compostos inibidores de nitrificacdo secretados pela

pastagem, permitindo a atividade das AOB, aumentando sua abundancia (DI et al.,
2014).

4.6 Anélise de componentes principais (PCA) e correlacdo entre os atributos
quimicos do solo e as comunidades microbianas

Os resultados da analise de componentes principais (PCA) mostraram que 0s
tratamentos se agrupam de forma distinta, em ambos os consoércios graminea +
leguminosa e estacdes do ano (Figuras 11 e 12), sendo semelhantes aos resultados

das analises de agrupamento hierarquico (Figuras 5 e 6).
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Na estacdo seca, os eixos PC1 e PC2 explicaram 29% da variabilidade dos
dados para B+G, enquanto para B+S explicaram 32,2% (Figura 11a e 11b).

Na estacdo Umida, os dois primeiros eixos (PC1l e PC2) explicaram 30% da
variabilidade dos dados para B+G, enquanto para B+S a explicacdo foi de 31,1%.

Na estacdo seca, observou-se correlagdes significativas entre a abundancia de
AOB e o teor de Ca?* (Spearman [p] = 0,60; p value < 0,05) e AOB e a CTC do solo
(Spearman [p] = 0,67; p value < 0,05) em B+G, enquanto em B+S observou-se
correlacéo significativa entre abundancia de AOB o teor de K* (Spearman [p] = 0,62;
p value < 0,05) (APENDICE A). Atribui-se esses resultados a influéncia da capacidade
de troca de cations na abundancia de bactérias no solo, a qual mantem o pH em
condicBes favoraveis ao crescimento bacteriano por meio da substituicdo dos ions H+
produzidos durante o metabolismo por cations basicos (STOTZKY, 1966).

Também foi observada correlacédo positiva entre o teor de fosforo disponivel e
a abundancia do gene nifH (Spearman [p] = 0,68; p value < 0,05), o que ocorre
possivelmente devido a demanda de adenosina trifosfato (ATP) pelos diazotroficos
para a FBN, dessa forma a disponibilidade de P pode elevar a atividade dos
diazotrdficos, resultando no aumento da sua abundancia (HUHE et al., 2014).

Na estacdo Umida, observou-se correlacdo negativa entre o teor de aménio
(NH4*) e a abundancia do gene nifH em B+S (Spearman [p] = -0,81; p value < 0,01)
(APENDICE B), mostrando que a alta disponibilidade de N no solo pode suprimir a

atividade e, com isso, a abundéancia dos diazotroficos (ORR et al., 2011).
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Figura 11. Biplot dos componentes principais com os dados de qPCR, DGGE e atributos quimicos do
solo sob sistema silvipastoril com Gliricidia na estacéo seca (a) e umida (b). Os simbolos representam
as amostras (B: Braquiaria; B+GOm: Braquiaria + Gliricidia a zero metros; B+G4m: Braquiaria +
Gliricidia a quatro metros; B+G8m: Braquiaria + Gliricidia a oito metros). As setas pontilhadas
representam os atributos quimicos do solo. As setas continuas representam as comunidades
microbianas (16S: Bacteria; AOB: Bactérias amoénio oxidantes; nifH: Diazotréficos)
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Figura 12. Biplot dos componentes principais com os dados de gPCR, DGGE e atributos quimicos do
solo sob sistema silvipastoril com Sabia na estacéo seca (a) e umida (b). Os simbolos representam as
amostras (B: Braquiaria; B+GOm: Braquiaria + Gliricidia a zero metros; B+G4m: Braquiaria + Gliricidia
a quatro metros; B+G8m: Braquiaria + Gliricidia a oito metros). As setas pontilhadas representam os
atributos quimicos do solo. As setas continuas representam as comunidades microbianas (16S:
Bacteria; AOB: Bactérias amonio oxidantes; nifH: Diazotréficos).
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5. CONCLUSOES

O sistema silvipastorii com leguminosas determina a estrutura das
comunidades de bactérias totais, bactérias amoénio oxidantes e diazotréficos do solo
provavelmente por meio da atuacdo de compostos organicos exsudados pelas
leguminosas e nutrientes adicionados por sua serapilheira;

A estrutura das comunidades de bactérias totais, bactérias amonio oxidantes e
diazotréficos do solo difere em funcdo da distancia a partir das leguminosas em
sistema silvipastoril e em funcdo da estacdo do ano, o que destaca a dinamica
espacial e temporal dessas comunidades no sistema silvipastoril,

A diversidade genética e equitabilidade de organismos diazotréficos €
favorecida pelo manejo silvipastoril devido a presenca das leguminosas;

O sistema silvipastorii com leguminosas promove maior abundéncia de
bactérias totais, AOB e diazotréficos no solo por promover melhores condi¢des para
0 crescimento microbiano;

A abundancia de bactérias totais e bactérias amonio oxidantes difere em funcéo
da distancia a partir das leguminosas em sistema silvipastoril;

As comunidades de bactérias totais e diazotroficos sdo mais abundantes na
estacdo seca, 0 que mostra que sdo adaptadas ao regime hidrico local e se beneficiam
pelo maior teor de nutrientes no solo nessa estacdo. Enquanto as bactérias aménio
oxidantes sdo mais abundantes na estacdo Umida, provavelmente devido ao menor
efeito negativo da braquiaria sobre essas comunidades nessa estacao;

A capacidade de troca de cétions exerce influéncia positiva sobre as bactérias
amonio oxidantes do solo por meio da manutencdo do pH em niveis favoraveis ao
crescimento bacteriano. O teor de fésforo disponivel afeta positivamente os
organismos diazotréficos do solo, enquanto o teor de amdnio tem influéncia negativa
sobre essas comunidades, o que ocorre por beneficiarem e restringirem,

respectivamente, a FBN.
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7. APENDICES

APENDICE A - Coeficientes de correlacdo de Spearman (p) entre atributos quimicos do solo e o nimero de copias do 16S rRNA
(Bacteria e AOB) e nifH na estacao seca

Braquiaria + Gliricidia Braquiaria + Sabia
Bacteria  AOB nifH Bacteria AOB nifH
Bacteria 1 Bacteria 1
AOB 0,30" 1 AOB 0,35 1
nifH 0,25" 0,47"s 1 nifH 0,44 0,48" 1
pH 0,50  -0,05™  -0,12" pH 0,38" 0,49 0,5"
NOs -0,42"™  0,31™ 0,507 NOz 0,10 -0,01" 0,15
NH,* -0,12"~ -0,31"  -0,38™ NH,* 0,27 0,20m -0,23™
CO -0,63* 0,23  -0,24™ CO 0,08"s -0,10" 0,15
P -0,47™  -0,01™  0,13" P -0,12" 0,00 0,68*
Ca?* 0,26" 0,60* -0,11 Ca?* -0,10" 0,01 0,00
Mg?* 0,06" 0,36"  -0,14" Mg?* 0,47 0,45 0,08"s
K* 0,22" 0,397 0,197 K* 0,33 0,62* 0,49
ARt -0,50™  -0,25"  0,03™ AR -0,17ms -0,27"s 0,01
H+AI -0,49™  -0,10"  0,08™ H+Al 0,00 -0,25" 0,26"
CTC -0,01™ 0,67* -0,12" CTC 0,15 0,00 0,39
Fe -0,57" -0,51"  -0,11™ Fe -0,04" -0,36" 0,22m
Mo 0,28  -0,39"™  -0,41™ Mo 0,21 -0,22"  -0,08™

*significativo a 5%; **significativo a 1%; " ndo significativo
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APENDICE B - Coeficientes de correlacdo de Spearman (p) entre atributos quimicos do solo e o nimero de cépias do 16S rRNA
(Bacteria e AOB) e nifH na estacado umida

Braquiaria + Gliricidia Braquiaria + Sabia
Bacteria AOB nifH Bacteria AOB nifH
Bacteria 1 Bacteria 1
AOB -0,73** 1 AOB -0,26"s 1
nifH 0,61* -0,37" 1 nifH 0,62* -0,25"s 1

pH -0,120" -0,14" -0,50" pH -0,11"s 0,35"  -0,37"
NOs -0,47~ 0,35 -0,39" NOs -0,41" 0,20"  -0,18"
NHa4* -0,27"s  -0,13" -0,27"s NHa4* -0,43m 0,29"  -0,81*
CO -0,08"  0,04"  -0,14"s CO -0,13"s 0,31"  0,22"
P 0,28" -0,19" -0,05" P -0,27m 0,18  -0,41"s
Ca?* 0,27" -0,11" 0,51 Ca? 0,29" -0,19" 0,54
Mg?* 0,16 -0,41" 0,15™ Mg?* -0,24ns 0,27"  -0,03"
K* 0,27 -0,16™ 0,04 K* -0,71** 0,67*  -0,76**
Al3* -0,42"™  0,43" -0,25" AR 0,28" -0,29"  0,25Ms
H+Al -0,32" -0,32" -0,03" H+Al 0,20 -0,21" 0,34
CTC -0,31" 0,39" 0,12 CTC 0,02ms -0,21" 0,13
Fe -0,03 0,30" -0,18" Fe 0,27" -0,02"  -0,18™
Mo -0,41" 0,54 -0,10" Mo -0,36" 0,57  -0,32"

*significativo a 5%; **significativo a 1%; " ndo significativo



