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RESUMO

RIQUEZA DE COMUNIDADES BACTERIANAS EM DOIS SOLOS SOB O
CULTIVO DE TRES FRUTIFERAS NA AMAZONIA CENTRAL, BRASIL

A diversidade genética presente nos microrganismos proporciona o
desempenho de fungbes Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas,
sendo eles, portanto, componentes fundamentais de cadeias tréficas e ciclos
biogeoquimicos. Técnicas modernas e mais eficientes no estudo da microbiota
do solo, como o uso de ferramentas moleculares, vém sendo aplicadas para
maximizar a caracterizacdo da diversidade microbiana. Amostras de solos
foram coletadas em duas propriedades rurais localizadas na RESEX Uatuma,
Estrada de Balbina no Ramal da Morena, no Municipio de Presidente
Figueiredo, AM, em solos de Terra Preta de Indio e Latossolo Amarelo sob o
cultivo de trés espécies botanicas nativas da Amazbnia, acai — Euterpe
precatoria Mart., pupunha — Bactris gasipaes Kunth e cupuacu — Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum. As amostras foram analisadas pela
técnica de Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) a fim de
obter uma caracterizacdo das estruturas de comunidades do filo
Proteobacterias nas classes Alfa, Beta e Gammaproteobacteria. Os resultados
mostraram que as culturas de acai, pupunha e cupuacu cultivadas em solos de
Latossolo Amarelo e Terra Preta contemporanea séo capazes de influenciar
diferencialmente as estruturas de comunidades de Alfaproteobacterias. Para
esse estudo, o ambiente de Terra Preta contemporanea parece favorecer a
maior riqueza para os grupos de Beta-proteobacterias, quando comparado aos
solos de Latossolo Amarelo. Fato contrario foi observado para o grupo de
Gammaproteobacterias levando a um indicativo de maior riqueza para 0s solos
de Latossolo Amarelo. Fe, Al e porcentagem de saturacdo por aluminio (m)
foram os principais fatores abidticos que influenciaram na estrutura das

comunidades bacterianas estudadas.

Palavras-chave: Terra Preta; Latossolo Amarelo; Diversidade Genética;
Ecologia microbiana; Técnicas moleculares; DGGE.
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ABSTRACT

BACTERIAL COMMUNITIES RICHENESS IN TWO SOILS BEING USED TO
GROW THREE FRUIT TREE SPECIES IN CENTRAL AMAZONIA, BRAZIL

Microorganisms genetic diversity provides unique and crucial ecosystem,
maintaining performances, thus being a fundamental trophic food chain and
biogeochemical cycle components. Modern and more efficient techniques for
studying soil microbiota, such as the use of molecular tools, are being employed
so as to maximize microbial diversity characterization. Soil samples were
collected in two rural properties located at RESEX Uatuma, Balbina road in the
ramal Da Morena, in the municipality of Presidente Figueiredo, AM, in dark
earth and yellow latosol being used to cultivate three native, Amazonian
botanical species, acai — Euterpe precatoria Mart.,, peach palm — Bactris
gasipaes Kunth and cupuassu — Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.)
Schum. Samples were analyzed through Desnaturant Gradient Gel
Electrophoresis technique (DGGE) in order to attain Proteobacteria phylum,
communities structure characterization, in Alfa, Beta and Gammaproteobacteria
classes. Results showed that cultures of agai, cupuassu and peach palm grown
in yellow latosol and Dark Earth contemporary are able to differentiate influence
the structures of Alfaproteobacteria communities. The contemporary dark earth
environment seems to favor the rich for Beta-proteobacteria groups, when
compared to the vyellow latosol. Indeed, opposite was observed for the
Gammaproteobacteria group leading to an indication of greater wealth for the
yellow latosol. Fe, Al and percentage of aluminum saturation (m) were the main
abiotic factors that influenced the structure of the studied bacterial communities.
Keywords: Amazonian Dark Earth; Yellow Latosol; Genetic Diversity; microbial

Ecology; Molecular techniques; DGGE.
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1 INTRODUCAO

A Amazbnia € detentora da maior soécio-biodiversidade do planeta,
representando o habitat de 200 grupos étnicos, expressando-se em 170
linguas diferenciadas. Acumula, portanto, um valioso e cobi¢cado patrimdénio
cultural a respeito do conhecimento ancestral e atual dos produtos regionais
sobre: plantas medicinais e comestiveis, flores, frutos, sementes, cascas de
arvores, extracdo de resinas, seivas, raizes e agricultura de subsisténcia
(Goodland & Irwin, 1975; Benchimol, 1997).

Em sua grandeza tropical, a Amazobnia contém uma mega biodiversidade
gque nao encontra paralelos no planeta. Segundo a Convencdo sobre a
Diversidade Bioldgica (CDB e sua transformacéo em lei brasileira - MP 2186), a
biodiversidade deveria ser considerada em trés niveis: 0s ecossistemas, as
espécies que 0s ocupam, e 0s genes que determinam as caracteristicas das
espécies.

Grande parte da Amazodnia é constituida por solos de baixa fertilidade e
de elevada acidez. Dentre as principais classes de solos encontradas na
Amazobnia Legal, a grande dominancia € dos Latossolos e Argissolos distroficos
gue juntos representam cerca de 70% da regido (Rodrigues, 1996). Entretanto,
apesar da fragilidade desses solos, a floresta é particularmente mantida em
equilibrio por meio de uma ciclagem eficiente dos nutrientes medida por uma
complexa rede de interacdes entre as plantas, os animais e 0s microrganismos
(Alfaia et al., 2005). H& ainda uma pequena parcela 0,1 a 0,3% (15.500-20.700

Km?2) da floresta Amazonica onde s&o encontradas manchas de um dos solos
mais ricos do mundo, os solos de Terra Preta Antropogénca ou Terra Preta de
indio (Sombroek et al, 2003).

Os solos de Terra Preta Antropogénica apresentam evidéncias
arqueolégicas de que atividades humanas antigas transformaram
significativamente as paisagens da vizinhangca dos seus assentamentos,
especialmente no periodo pré-historico colombiano entre 500 e 8700 anos
atras (Kern; Costa 1997). Sociedades indigenas formaram extensos depdésitos
de residuos que contribuiram para a alteracdo das propriedades do solo. De
origem vegetal houve deposicao de folhas, cascas de mandioca e sementes;
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de origem animal houve deposicdo de o0ssos, sangue e carapacgas de
quelbnios; também apresentam residuos de fogueiras que também
contribuiram na formacao do carvao vegetal (Lehmann et al, 2003)

Concernente a produtividade e sustentabilidade dos sistemas de
producdo agricola na Amazodnia, estessdo limitados, principalmente pelos
diferentes niveis de fertilidade natural dos solos, de modo que grande parte da
populacao local cultiva em seus quintais frutiferas regionais. Na maioria desses
quintais a agricultura é familiar e, a diversidade de espécies frutiferas, os tratos
culturais e agao de microrganismos, séo fatores que parecem influenciar mais
fortemente na sustentabilidade desses sistemas. A diversificacdo desse
sistema produtivo, tem como funcdo, garantir a manutencdo da familia e
fornecer alimentos ricos em proteinas, vitaminas e sais minerais (VIANA et al.,
1996). Além do consumo familiar, as plantas condimentares e aromaticas
contribuem para a diversificacdo e geragcao de renda, pela comercializacdo da
producdo excedente. Dessa forma, tornam-se um fator de complementacéo da
renda dos pequenos agricultores rurais da regido Amazonica.

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e
desempenham fung¢des Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas,
sendo eles, portanto, componentes fundamentais de cadeias tréficas e ciclos
biogeoquimicos. No entanto, apesar de sua importancia na manutencdo da
biosfera, estimativas recentes indicam que 0S microrganismos constituem
quase que 90% das espécies da Terra, enquanto que somente 5% dessa
totalidade foram caracterizados e descritos até o momento. Em relacdo as
bactérias e fungos, o numero decai ainda mais, pois apenas 1% sao
conhecidos (Canhos e Vazoller, 1999).

Apenas uma pequena fragdo dos organismos na natureza, menos de 1%,
podem ser cultivados usando técnicas microbiolégicas de rotina (MALIK et al.,
2008). O pouco conhecimento da diversidade de microrganismos em amostras
ambientais deve-se em grande parte aos métodos tradicionalmente utilizados
de isolamento e cultivo em laboratorio (RANJARD et al, 2000). Estas
evidéncias influenciaram estudos de diversidade de microrganismos néao-
cultivhveis de amostras ambientais e estimularam particularmente o

desenvolvimento de técnicas que permitissem o estudo das comunidades
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microbianas independentes de cultivo. De fato, esses avangos aumentaram o
interesse em conhecer a diversidade microbiana ambiental, assim como o
papel que desempenham na qualidade do solo, com o grande aumento do
namero de estudos voltados a esta area, juntamente com 0S avancos no
desenvolvimento de novas técnicas biolomoleculares para a analise de &cidos
nucléicos.

A analise do DNA permite analisar complexas comunidades microbianas a
nivel genético fornece informacdo sobre a composicdo de espécies ou
estruturas de comunidades. Embora, a principio, qualquer gene possa ser
usado nas andlises, o gene 16S rRNA em procariotos e o 18S rRNA em
eucariotos sdo os mais utilizados como moléculas marcadoras para este
propoésito, uma vez que estdo presentes em todos 0s organismos; apresentam
regibes conservadas e regides variadas, o que torna possivel o desenho de
primers e sondas com diferentes niveis de especificidade; tém informacao de
sequéncia suficiente para inferéncia filogenética; e estdo presentes em grande
namero de células, o que facilita sua deteccdo. Além disso, cerca de 800.000
sequéncias estdo disponiveis atualmente em bases de dados de livre acesso,
tais como Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), RDP
(http://rdp.cme.msu.edu/html) e Greengenes (http://greengenes.lbl.gov).

Neste sentido, técnicas de fingerprinting sdo utilizadas a fim de se obter
uma visao global da estrutura genética da comunidade microbiana. A aplicacao
destas técnicas em estudos de ecologia microbiana vem sendo amplamente
disseminada nos ultimos anos, uma vez que constituem metodologias rapidas e
relativamente faceis de operacionalizar, permitindo a analise simultanea de
multiplas amostras ambientais (Navarrete,2009). Dentre estas técnicas estdo
ARDRA (“Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis”), DGGE (“Denaturing
Gradient Gel Eletrophoresis”), RISA (“Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”),
ARISA (“Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”) e T-RFLP
(“Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism”). Estas técnicas para
analise de acidos nucléicos tém sido desenvolvidas mediante variacdes no
meétodo basico de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizado com acuidade
no diagnaostico, quantificacdo, caracterizacao e identificacdo de microrganismos
e atividade dos mesmos. Em genética de populagbes e ecologia microbiana, a
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PCR gera dados para estudos da distribuicdo natural de membros dos
Dominios Bacteria, Archaea e Eucarya.

O uso das técnicas moleculares vem oferecendo uma oportunidade uUnica
e inovadora para se estudar comunidades microbianas in situ, sem a
necessidade de isolamento e cultivo. Entretanto, nenhuma destas técnicas
isoladamente é capaz de gerar dados abrangentes ou conclusivos sobre uma
comunidade microbiana em particular. Além das limitacGes técnicas, o uso do
rRNA como marcador molecular pode limitar a tarefa de descrever a
diversidade microbiana. Esta molécula pode ser, em alguns casos, muito
conservada para revelar diferencas entre microrganismos evolutivamente
relacionados, mas ecologicamente diferentes. Apenas uma aplicacdo
combinada de diferentes métodos de biologia molecular, aliada ao uso de
técnicas classicas de isolamento e cultivo de microrganismos em cultura pura,
serd capaz de revelar de maneira mais precisa a dimensdo da diversidade
microbiana na natureza.

O manejo do solo e de sua cobertura vegetal reflete-se em suas
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas. Uma vez que os microrganismos
respondem rapidamente as alteracdes impostas ao ambiente (Bunemann et al,
2006), o monitoramento de mudancas microbiolégicas e a correlacdo dessas
com as caracteristicas bioticas, abidticas e com as praticas de manejo das
culturas, tém potencial para o estabelecimento de indicadores da qualidade do
solo. A andlise da estrutura de comunidades microbianas por meio de técnicas
moleculares, como a PCR-DGGE, pode ser uma ferramenta util no
monitoramento de mudancas ambientais em funcdo dos diferentes usos da
terra (Kirk et al., 2004).

O objetivo de muitas técnicas moleculares é descrever as populacdes
biolégicas por meio da riqueza de taxons. O mais antigo e mais simples
conceito de diversidade de espécies € a riqueza de espécies: o numero de
espécies na comunidade, mas o problema basico desta medida é que
frequentemente ndo € possivel enumerar todas as espécies em uma
comunidade natural.

A avaliacdo da abundéancia de diferentes taxas por meio dessas técnicas é

dificultada por implicacdes decorrentes das etapas de extracdo de acidos
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nucléicos e amplificagcbes por PCR. Além do mais, esses métodos ainda néo
sao refinados ao ponto de considerar que a fungcdo pode nao ser
ambiguamente nomeada por diferentes taxas. Portanto, métodos moleculares
devem ser usados em concordancia com outras técnicas para alcancar uma
compreensdo mais holistica da estrutura e funcdo das comunidades
microbianas do solo (Thies, 2004).

Considerando a necessidade de estudos relacionados a diversidade de
bactérias dos solos da Amazbnia Central, o presente trabalho tem como
objetivo comparar e estimar a riqueza de comunidades bacterianas de solo de
Terra Preta e Latossolo Amarelo, sob o cultivo de trés espécies botanicas
cultivadas em duas propriedades localizadas na regido de Balbina no municipio
de Presidente Figueiredo no Amazonas. Portanto, esse estudo se torna
importante por ilustrar o impacto das comunidades bacterianas presentes
nesses dois solos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar a riqueza de comunidades bacterianas, usando métodos
moleculares independentes de cultivo, em solos de Terra Preta e Latossolo
Amarelo sob o cultivo de trés espécies botanicas nativas da Amazobnia, acai —
Euterpe precatoria Mart.,, pupunha — Bactris gasipaes Kunth e cupuacu —
Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum., em dois sitios localizados

na regido de Balbina, municipio de Presidente Figueiredo, Amaz6nia Central.

2.20bjetivos Especificos

1. Através do isolamento do gene 16S rRNA, identificar a estrutura de
comunidades bacterianas (cultivaveis e ndo cultiviveis) presentes em
solos de Terra Preta e Latossolo Amarelo, sob o cultivo de trés espécies
botanicas (acai, pupunha e cupuacu) cultivadas em duas propriedades
na zona rural do municipio de Presidente Figueiredo, AM.

2. Avaliar a similaridade das estruturas de comunidades do Dominio
Bacteria nas classes Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria e
Gammaproteobacteria presentes em solos de Terra Preta e Latossolo
Amarelo sob cultivo de acai, pupunha e cupuacu, utilizando técnicas
moleculares de Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante
(DGGE).

3. Analisar quais fatores quimicos influenciam nas estruturas de
comunidades bacterianas, por meio da determinacdo dos teores de
macro e micronutrientes nos solos de Terra Preta e Latossolo Amarelo
sob o cultivo das trés espécies estudadas, relacionadas com as

variaveis bidticas obtidas com dados do DGGE.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Solos de Terra Firme da Amazbnia

Grande parte da Amazodnia é constituida por solos de baixa fertilidade e
acidez elevada. Apesar da fragilidade desses solos, a floresta € mantida em
equilibrio por meio de uma ciclagem eficiente dos nutrientes medida por uma
complexa rede de interacfes entre as plantas, os animais e 0s microrganismos
(Alfaia et al., 2005).

Os solos amazobnicos sao resultados do intenso processo de lixiviagao
gue vem ocorrendo ha milhdes de anos. O clima da regido, quente e umido,
favorece os processos de intemperizacdo das rochas e a lixiviacdo dos metais
alcalinos e alcalinos terrosos; a exposicdo do solo por longo tempo a acédo das
chuvas abundantes e de temperaturas elevadas, aliada as grossas texturas do
substrato geologico, permite facil drenagem da agua de percolacéo, tornando o
intemperismo mais intenso (Schubart et al., 1984).

Dentre as principais classes de solos encontradas na Amazénia Legal, a
grande dominancia é dos Latossolos e Podzoélicos distréficos que juntos
representam cerca de 70% da regido (Rodrigues, 1996).

Analisando os fatores limitantes ao uso agricola dos solos como um todo
para a Amazonia, diversos autores se referem a fertilidade natural e ndo as
propriedades fisicas. Problemas como a elevada acidez, deficiéncia de fésforo
(P), baixa capacidade de troca catibnica, alto teor de aluminio trocavel (Al*3) e
uma representativa deficiéncia de nitrogénio (N), potassio (K), Calcio (Ca),
magnésio (Mg), boro (B), cobre (Cu), zinco (Zn), podem ser tomados como 0s
principais entraves edaficos para o cultivo na regido (Hecht, 1985; Chauvel et
al., 1987; Sanchez et al.,1987; Luizao et al. 2009).

Aproximadamente 90% dos solos amazbnicos sao deficientes em
nitrogénio e fosforo. Essa deficiéncia natural € ainda mais elevada devido as
praticas agricolas neles cultivadas (Nicholaides et al., 1983; EMBRAPA, 1990).

Apesar de todos o0s aspectos negativos conhecidos, a exuberéancia da

7

floresta de terra firme €& garantida por um mecanismo particular de
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disponibilidade e retencdo de nutrientes essenciais a sua manutencédo, ao lado
da existéncia das condi¢des basicas de calor e umidade (Franken et al., 1985).
A elevada eficiéncia na reciclagem de nutrientes observada nas florestas
tropicais tem sido correlacionada com a sua alta diversidade bioldgica; e a
reciclagem de nutrientes se contrapde a lixiviagdo dos solos, pois representa
um mecanismo de conservacao de nutrientes no ecossistema, promovendo, ao
mesmo tempo, a produtividade biologica e o0 bom estado nutricional das plantas
(Schubart et al., 1984).

No sistema Amazbnico, a dindmica do aproveitamento dos nutrientes é
mais intensa no periodo chuvoso, quando o aumento da umidade favorece as
atividades da biota do solo no processo de mineralizacdo da matéria organica
acumulada durante o periodo de baixa precipitacdo. A estrutura macroscopica
da floresta de terra firme esta caracterizada por um fluxo lento de entrada -
saida, e um fluxo rapido de reciclagem (Walker e Franken, 1983).

Considerando que a ciclagem de nutrientes assegura a manutencédo da
floresta de terra firme, a remoc¢éo das arvores e a substituicdo de floresta por
pastagens ou outras atividades agricolas leva a diminuicdo de nutrientes do
compartimento biomassa, transferindo-os temporariamente ao solo (Ferreira et
al., 2006).

A fertilidade natural da maioria dos solos amazonicos diminui de forma
acentuada quando € retirada sua cobertura vegetal e, portanto, torna-se
necessario desenvolver sistemas agricolas adequados que permitam melhorar
sua recuperacao, assim como desenvolver e utilizar tecnologias direcionadas
aos fatores de producéao (Pereira et al., 2000).

A solucao para a atividade agricola nos solos de terra firme da Amazénia
seria, entao, a implantacao de técnicas especificas, como 0 manejo adequado
do solo, o cultivo de espécies pioneiras, a utilizagcdo de plantas fixadoras de
nitrogénio, o uso de fertilizantes artificiais, incluindo os macro e micronutrientes
Salati et al. (1998), além de associag¢des simbiodticas mutualisticas entre plantas
e microrganismos benéficos do solo. A comunidade microbiana dos solos é a
principal responsavel pela decomposicdo dos residuos organicos, pela

ciclagem de nutrientes e pelo fluxo de energia dentro do solo, exercendo
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influéncia tanto na transformacdo da matéria organica, quanto na estocagem
do carbono e nutrientes minerais (Oliveira e Oliveira, 2003).

Para que os sistemas produtivos dos agricultores regionais sejam bem
sucedidos, faz-se necessario mesclar técnicas de cultivos tradicionais aliadas a
técnicas de baixo uso de insumos agricolas. Dentro desse contexto, a
utilizagdo de microrganismos benéficos do solo voltada para o melhor
aproveitamento dos nutrientes minerais pelas plantas € uma alternativa
desejavel. Entre esses organismos, alguns que se associam as raizes das
plantas, como os fungos micorrizicos arbusculares, bactérias do género
Rhizobium, entre outros, tornando as plantas menos dependentes de adubos
quimicos acarretando assim, uma economia destes insumos e ao mesmo
tempo proporcionando uma maior produtividade dos solos (Oliveira e Oliveira,
2003).

3.2 Diversidade Microbiana dos Solos

Em microbiologia, o termo biodiversidade tem sido definido como o
namero de diferentes espécies em uma comunidade, para um ambiente
especifico. Do ponto de vista da ecologia molecular, biodiversidade pode ser
definida como o niumero de sequéncias de DNA divergentes presentes no DNA
total extraido de uma comunidade, para um ambiente especifico (Garbeva et
al., 2004).

No solo, a diversidade microbiota é extremamente elevada. Poucos
ambientes fornecem tdo grande variedade de microrganismos, como 0 solo.
Bactérias, fungos, algas, protozoarios e virus formam a colecdo microscopica
que pode alcancar um total de bilhdes de organismos por grama de solo. A
diversidade de microrganismos € tdo vasta quanto desconhecida. Um grama de
solo pode conter 10 bilhdes de microrganismos (Rossel6-Mora e Amann,
2001). Em estudo da andlise da cinética de reassociacdo de DNA, foi estimado
gque em um grama de solo possa conter mais de 10.000 genomas diferentes
(Torsvik et al., 1998). Em estudo posterior a estimativa varia entre 2.000 a

18.000 genomas distintos.
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O numero de espécies microbianas identificadas cresce a cada ano,
sendo descritos mais de 69.000 fungos, 30.000 protozoarios, 40.000 algas,
4.700 bactérias e 5.000 virus. Esses numeros sdo, no entanto, pequenos
diante do total de espécies, estimado em cerca de treze milhdes (Azevedo,
1998; Rossell6-Mora e Amman, 2001). Isso significa que foram descobertas e
nomeadas até o presente momento, menos de 0,1% e no maximo 10% das
espécies microbianas (Truper, 1992; Rosselo-Mora e Amman, 2001). Alguns
autores, como Pace et.al. (1986); Torsvik e Ovreas (2002) associam esta
realidade a razdo de que, até pouco tempo atras, os microrganismos tinham
que ser cultivados para serem identificados, além deste fator limitante, o
tamanho microscopico dos microrganismos, a frequéncia de ocorréncia das
populacdes, a sazonalidade, e em muitos casos, a dependéncia de
hospedeiros e/ou substratos especificos para sua sobrevivéncia e multiplicacéo
também podem ser consideradas relevantes limitacdes.

Esses organismos solo representam o repertério mais rico em diversidade
guimica e molecular da natureza, constituindo a base de processos ecoldgicos,
como os ciclos biogeoquimicos e a cadeia tréfica, além de manter relactes
vitais com organismos superiores (Hunter-Cevera, 1998). De forma que, o
estudo da diversidade microbiana nos solos é essencial para definir estratégias
para preservacdo da biomassa e proporcionar parametros para desenvolver
sistemas que indicam alteragbes ambientais, associadas geralmente, pela
utilizacdo ndo sustentavel de solos agricolas. Além destas aplicabilidades, a
diversidade microbiana benéfica dos solos pode ser tomada como um suposto
indicador da qualidade do solo.

O entendimento atual do conceito de qualidade do solo compreende o
equilibrio entre os condicionantes geoldgicos, hidrolégicos, quimicos, fisicos e
bioldgicos do solo (Bruggen e Semenov, 2000; Sposito e Zabel, 2003).

O conceito de qualidade do solo surgiu no final da década de 70, e
durante os 10 anos seguintes esteve muito associado ao conceito de
fertilidade. Acreditava-se, que um solo quimicamente rico era um solo com alta
qualidade, isto porque tinha a capacidade de promover a producéo agricola.
Entretanto, a percepcao de qualidade do solo evoluiu, principalmente nos

altimos 10 anos. E em um entendimento mais amplo, percebe-se que nédo
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basta apenas o solo apresentar alta fertilidade, mas, também possuir boa
estruturacdo e abrigar uma alta diversidade de microrganismos (Karlem et al.,
2003; zilli et al., 2003). Portanto, a diversidade microbiana tem figurado como
importante indicador da qualidade do solo por estarem na base da cadeia
trofica e intrinsecamente ligados aos diversos processos ecologicos do solo
(Zilli et al., 2003).

Devido a importancia dos microrganismos do solo, muitos estudos tém
sido realizados com o propoésito de determinar os fatores que regulam as
estruturas das comunidades microbianas ao longo de escalas temporais e
espaciais, e ainda conhecer o impacto de diferentes espécies de plantas sobre
a diversidade microbiana (Chiarini et al., 1998; Smalla et al., 2001; Ibekwe et
al., 2002; Kowalchuk et al., 2002; Glayston et al., 2004). Esta preocupacao tem
levado a um aumento no namero de publicactes de 1974 a 1999 (Morris et al.,
2002) que avaliaram principalmente os efeitos de diferentes propriedades dos
solos sobre as comunidades microbianas. No entanto, nos ultimos cinco anos o
impacto das atividades humanas sobre a diversidade microbiana do solo e o
impacto da biodiversidade nos processos do solo tém recebido atencao
especial (Steenwerth et al., 2002; Johnson et al., 2003; Buckley e Schmidt,
2003; Clegg et al., 2003; Glayston, et al., 2004; Jesus et al., 2009; Navarrete et
al., 2010). Como resultado, o nimero de estudos abordando o impacto das
praticas agricolas e outros sistemas de uso da terra sobre a diversidade

microbiana tém aumentado.

3.3 Diversidade Botanica na Amazonia

As plantas atingem uma extraordinaria biodiversidade na Amazobnia.
Estima-se que a regido abrigue cerca de quarenta mil espécies vasculares de
plantas, das quais trinta mil sdo endémicas a regidao (Mittermeier et al., 2003).
Considera-se que ha na Amazbénia um dos maiores estoques de espécies
frutiferas tropicais mundiais, a maioria delas com frutos comestiveis
(Calzavara, 1978; Clement et al., 1982).
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Dos grupos de espécies botanicas utilizadas por populagbes sedentérias
na forma de quintais caseiros na Amazonia, 0 de maior expressao, ou pelo
menos o de maior visibilidade, € o da categoria "perene” (Clement, 1999).
Neste grupo se encaixam as arvores frutiferas comestiveis que incorporam a
alimentagdo diferentes fontes de vitaminas, de suma importancia ao
metabolismo fisiologico humano, podendo também oferecer sombra e lazer,
além de se enquadrarem no grupo das medicinais alternativas (MS, 2002;
Madaleno, 2000).

Na regido amazobnica, as adaptacbes das populagbes humanas
(tradicionais ou externas a regido) em ambientes urbanos podem acarretar
diferencas no uso destes recursos (Martins, 1998). Fatores como migracao,
por exemplo, incorporam uma bagagem cultural externa no uso dos recursos
regionais, fazendo com que variedades nao-existentes na localidade (exdéticas)
sejam incorporadas e/ou maximizadas aos habitos locais. (Semedo e Barbosa,
2007).

Desta forma, para proporcionar o aproveitamento do potencial econémico
destas espécies e incorpora-las definitivamente a lista de produtos comerciais,
torna-se necesséario ampliar os estudos aplicados para melhor producédo e
aproveitamento, com tecnologias ecologicas, econbmicas e sociais. A
aplicacao de tecnologia com baixo uso de insumos agricolas como a utilizacdo
de microrganismos benéficos do solo voltados para o melhor aproveitamento

dos nutrientes pelas plantas € uma alternativa desejavel.

3.3.1 Acaizeiro (Euterpe precatoria Mart.)

A familia das palmeiras (Arecaceae), conhecida anteriormente como
Palmae, € uma das maiores familias vegetais do mundo e, pela forma e
aspecto, é a mais caracteristica da flora tropical (Hewood, 1993). As palmeiras
dividem-se em 6 subfamilias, que apresentam 200 géneros e 1500 espécies
(Uhl e Dransfield, 1987; Kanh e Granville, 1992).

O género Euterpe, que congrega cerca de 28 espécies e ocorre nas

Américas Central e do Sul, esta distribuido por toda bacia Amazonica. As trés
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espécies que ocorrem com maior frequéncia sédo oleraceae, edulis e precatéria
(MMA, 1998).

Euterpe precatoria, de ocorréncia natural apenas no estado do Amazonas,
€ conhecida popularmente como acai, acai de terra firme, acai solitario (Bovi e
Castro, 1993; Henderson, 1995). Esta distribuida por toda a regido Amazodnica
(Kahn e Granville, 1992), sendo uma das espécies mais difundidas e comuns
da familia e do género, nos Neotropicos (Henderson, 1995).

O acai € um produto muito consumido na regido do estuario amazonico
(Estados do Para e Amapd). O Par4 é o maior produtor nacional com colheita
de 92 mil toneladas de frutos em 2005, o que representa 88% da producédo
brasileira. O Unico estado fora da regido Norte que figura nas estatisticas
oficiais € o Maranhao (IBGE, 2003). A maior parte da producao de acai do Para
provém do extrativismo, porém um aumento da demanda tem provocado a
passagem progressiva do extrativismo para a produ¢cdo manejada em areas
enriquecidas com acaizeiros (Rogez, 2000).

O consumo de acai (E. precatoria, E. oleracea, Mart.) faz parte da cultura
alimentar das populagées do Norte do Brasil. Com producdo 90.512 t ano* e
consumo médio 2000 mil L dia™ o estado do Para é reconhecido como o maior
produtor e consumidor do acai. O Amazonas € o quarto maior produtor com
1.134 t anos™, que corresponde aproximadamente 1% da producéo nacional da
polpa do fruto. Os principais municipios produtores s&o Itacoatiara,
Manacapuru, Anama, Anori, Codajas, Coari, Rio Preto da Eva e Presidente
Figueiredo. O municipio de Codajas - AM é conhecido como a “A Terra do
Acai” devido aos grandes acaizais nativos e ao 6timo potencial produtivo. O
municipio ja foi o maior produtor, porém na safra de 2002 ele ocupou apenas o
quarto lugar, com producdo de 284 t do suco do fruto. Varias familias
dependem da coleta e beneficiamento do fruto durante o periodo da safra.
Apenas a cooperativa mista de produtores de acai e frutas tropicais agrega
mais de 100 cooperados (Rogez, 2000; SUFRAMA, 2003; IBGE, 2003;
Amazonas, 2006, SUFRAM, 2007).

Esta espécie tem alto potencial econémico, principalmente pelo seu fruto
que é utilizado na preparagdo de sorvetes e sucos, e pelo palmito extraido de

seus caules. As folhas sdo empregadas na cobertura de barracas provisorias e
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fechamento de paredes. Na etnomedicina, a raiz e o talo da folha sdo usados
contra dores musculares e picadas de cobra e a folha, para aliviar dores no
peito (Henderson, 1995; Brian, 1988). A raiz também é utilizada no tratamento
da maléaria e contra infeccbes hepaticas e renais (Kahn e Granville, 1992;
Prance, 1975). A semente fornece um 6leo verde escuro, usado popularmente
como antidiarréico (Prance, 1975).

Estudos fitoquimicos e farmacologicos sao bastante limitados neste
género, sendo que dos frutos de E. oleraceae e E. edulis ja foram isolados
acidos graxos, esteréides e antocianinas (Bobbio et al., 2000; Harborne et al.,
1994). Da raiz de E. precatoria foi descrito recentemente o isolamento do acido
p-hidroxibenzodico e da lignana, diidrodiconiferil dibenzoato, tendo esta ultima,
apresentado uma acentuada atividade anti-malarica (Jensen et al., 2002).

3.3.2 Pupunheira (Bactris gasipaes Kunth)

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth), da familia Arecadeae (Palmae),
pertence ao grupo das Bactridideas, as quais tendem a formar touceiras
com varios troncos ou estipes (planta principal e perfilhos). As plantas sdo
eretas, podendo alcancar entre 15 até 25 metros de altura e mais de 20 a 30
cm de diametro. O tronco apresenta anéis ou ndés que sdo as cicatrizes
deixadas pela insercdo da base da bainha das folhas e os entrends
apresentam espinhos pretos ou marrons pontiagudos de diferentes tamanhos,
forma e densidade. Mora Urpi e Clement (1985); Chavez Flores (1987);
Chavez Flores et al. (1990); Villachica (1996) informam que em
Yurimaguas (Peru) existem populacdes de ecotipos que se caracterizam por
serem inermes (desprovidos de espinhos).

A domesticagdo da pupunheira comecgou, provavelmente, devido ao
interesse dos primeiros povos americanos na sua madeira (Patifio, 1989),
sempre preferida para a fabricacdo de instrumentos de pesca, caca e guerra
por sua flexibilidade e dureza. Os frutos das populagdes silvestres, ricos em
oleos, oferecem uma importante fonte de energia, e poderia ter incentivado sua

domesticacdo como fruteira (Clement et al., 1989). Porém, ndo ha davida de
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que o resultado final do processo de domesticacdo da pupunha é a producédo
de frutos amilaceos (Mora Urpi et al., 1997).

A pupunheira produz frutos comestiveis de sabor agradavel e alto valor
nutritivo, destacando-se elevados teores de caroteno, de proteina e de gordura.
Essa espécie de palmeira produz, além dos frutos, palmito comestivel de 6tima
qualidade. O potencial da pupunheira para a producdo de palmito cultivado é
considerado maior que o das palmaceas utilizadas para tal finalidade (Aradjo,
1996).

A pupunheira apresenta cinco utilizagdes basicas: fruto cozido, 6leo,
farinha, racao animal e palmito (Bonaccini, 1997).

Quando cultivada em condicbes adequadas, apresenta rapido
crescimento, produzindo palmito de boa qualidade e plantas com bom
perfilhamento, o que confere carater permanente de exploracdo a cultura
(Ramos et al., 2004).

De acordo com Mora Urpi et al. (1999), para a producao de palmito de
pupunheira, a populagdo de Yurimaguas (raca Pampa Hermosa), é a que se
apresenta mais adequada pela inexisténcia de espinho no estipe e bainha, o
que facilita 0 manejo da planta e a extracao do palmito. Esta populacao possui,
ainda, material promissor para programa de melhoramento, pois alguns
atingem mais de 45 cm de comprimento do palmito (Yuyama et al., 2002), que
possibilita maior rendimento por estipe.

Yuyama et al. (2005) compararam a producéo de palmito de pupunha e

observaram maior massa média do estipe tenro e maior diametro de palmito
em plantio com densidade de 3333 plantas ha-l, comparativamente as

densidades de 5000 e 10000 plantas ha-1.

Comentando sobre potencial econémico, Araujo (2008), destaca que o
mercado potencial da pupunheira como fruteira é grande, pois o fruto possui
qualidades nutritivas, organolépticas e quimicas que podem ser exploradas
para criar novos produtos e mercados Clement, (2000); Clement e Mora Urpi,
(1987), no entanto o mercado do fruto da pupunha estd essencialmente
limitado ao uso mais tradicional (consumo humano direto) (Yuyama et al.,
2003), pois até 0 momento nenhum empreendedor brasileiro tem-se esfor¢cado

para ampliar o mercado. Além do fruto, existe a demanda de mercado para
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farinha seca, porém a taxa de custo/beneficio € geralmente negativa (Clement,
2000).

Entretanto, Clement et al. (2001), reconhecem que atualmente, a
exploracdo do palmito estda captando o entusiasmo de produtores e
empresarios em muitas partes do Brasil e do exterior.

Utilizando Marcadores de RAPD, Rodriguez et al. (2004), confirmaram a
hipétese de uma Unica origem para a pupunha no sudoeste da Amazonia, com
duas rotas de migracdo: uma ao nordeste, chegando a raca Para, e a outra ao
noroeste ao longo dos Andes, espalhando-se na AmazoOnia ocidental (racas
Pampa Hermosa e Putumayo) e atravessando os Andes, alcancando a
América Central (raca Utilis).

3.3.3 Cupuagu [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.]

O cupuacu € uma fruteira arbdérea nativa da Amazobnia Brasileira, sua
distribuicdo geogréfica originalmente restringia-se as areas de floresta nativa
ao sul do rio Amazonas, Oeste do rio Tapajés, incluindo o Sul e Sudeste do
Estado do Para e a regido “pré-amazoénica” do Estado do Maranh&o. Trata-se
de uma espécie pré-colombiana que, possivelmente, foi disseminada, de seu
centro de origem, para todos os estados da regido Norte, através da intensa
movimentagao das nacdes indigenas no interior da Amazénia (Clement, 1999).

Atualmente, o cupuacu esta sendo cultivado, em pequena escala, em
varios estados brasileiros, como Bahia, Sdo Paulo e Parana, mas também em
outros paises como Guiana, Martinica, Equador, Sdo Tomé, Trindad, Gana e
Costa Rica estdo dando inicio a seu cultivo (Venturieri e Aguiar, 1998).

O cupuacguzeiro € uma arvore que, em condi¢cdes naturais, é retilinea,
podendo atingir mais de 30 m de altura e perimetro de tronco superior a 100
cm. Nas areas cultivadas sua altura varia de 6 a 10 m, porém, parte dos
agricultores efetua a poda apos o segundo fluxo de lancamentos, para forcar a
emissao de ramos secundarios e, com isso reduzir a altura da planta. O tronco

possui coloragdo acinzentada com manchas brancas, o sistema radicular

30



apresenta grande proporcdo de raizes finas que se encontram proximas a
superficie (Prance e Silva, 1975; Calzavara et al., 1984; Cavalcante, 1991).

Os frutos séo do tipo baga drupacea oblonga, elipsoéide ou oboval, com as
extremidades obtusas ou arredondadas (Prance e Silva, 1975; Calzavara et al.,
1984; Cavalcante, 1991). O endocarpo, parte comestivel do fruto, tem
coloragdo branco-amarelada, recobre as sementes e de sabor acido e odor
agradavel (Calzavara et al., 1984; Venturieri, 1993; Souza et al., 1996).

O consumo dos frutos dificilmente € in natura, em virtude da sua alta
acidez. Grande parte dos frutos € beneficiado em forma de bombons, balas,
biscoitos, sorvetes, doces, compotas, sucos e polpas congeladas. As
sementes, que representam cerca de 15% do peso do fruto, possuem
aproximadamente 60% do seu peso seco, constituidas de uma fina gordura, de
facil digestibilidade composta principalmente, por &cidos oléicos e esteérico
Vasconcelos et al. (1975), das quais pode ser obtido um produto muito similar
ao chocolate oriundo do cacauzeiro (Souza et al., 1996).

A utilizacdo de sementes de cupuacu como sucedaneo para 0 cacau,
ainda nédo se tornou realidade, em virtude dos baixos pre¢os para aquisicao do
cacau e a caréncia de tecnologias apropriadas para disponibilizar ao mercado
um produto de melhor qualidade. Essa utilizacdo parece ter mais chances, em
curto prazo, na industria de cosméticos, onde alguns produtos estdo sendo
ofertados ao mercado (Alves, 2002).

A producdo do cupuacu tem inicio no terceiro ano de cultivo, contudo é
bastante irregular, com grande variacdo entre plantas e sendo ainda bastante
sensivel a variagdes das condi¢Bes climaticas (Locatelli et al., 2001; Reisdorff
et al., 2002). Em média, a producdo de cupuacguzeiros nativos é de 25
frutos/pé. Em condicBes de cultivo a variacdo de producdo entre as plantas é
muito mais pronunciada, estima-se em media 12 frutos/pé, esta variacdo €
acentuada devido a desuniformidade do material genético e as diversas formas
de manejo (Calzavara et al., 1984).

Diversas pesquisas ja foram realizadas sobre as caracteristicas fisicas e
quimicas do fruto do cupuacu. O que se pode comprovar € que estas
caracteristicas sao bastante variaveis. Venturieri (1993) e Carvalho et al. (1999)

relatam estudos comparativos entre diferentes autores que realcam a
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diversidade dos resultados disponiveis, decorrentes de caracteristicas
intrinsecas dos materiais e da falta de padronizacdo das metodologias de
avaliacao e analise.

Rodrigues et al. (2009) obtiveram a biblioteca gendmica (495 clones, 208
OTUs) de Latossolo sob o cultivo de cupuagu na Regido Amazonica, onde
apresentaram predominancia de microrganismos pertencentes ao Filo
Acidobacteria (217 sequéncias - 43,8% da biblioteca), seguido pelo Filo
Proteobacteria (136 sequéncias - 27,4%). Setenta e seis clones ndo se
encaixaram em nenhum perfil depositado no GenBank ou no RDP II, o que
pode implicar a possibilidade da existéncia de novos grupos bacterianos nos

solos amazobnicos.

3.4 Os trés dominios Bacteria, Archaea e Eucarya

Em 1977, Carl Woese propds que a classificacdo dos seres vivos fosse
substituida por um esquema baseado em trés Dominios: Bacteria, Archaea e
Eucarya, sendo os dois primeiros exclusivamente microbianos e compostos por
células procaritticas. O terceiro Dominio, o Eucarya, englobaria todos os
organismos eucariotos, incluindo os microrganismos do grupo dos fungos e
protozoarios. Os genes que codificam para a formacdo do rRNA foram usados
como base para estes estudos por serem essenciais para a sobrevivéncia de
todos os organismos e altamente conservados em procariotos e eucariotos.

A arvore filogenética universal evidencia que o Dominio Eucarya nédo
apresenta origem recente e que € tao antigo quanto as linhagens procarioticas
(Figura 1). A arvore mostra também que a evolucao inicial a partir do ancestral
comum se deu inicialmente em duas dire¢cdes, Bacteria versus Archaea-
Eucarya. Mais tarde, Archaea e Eucarya divergiram e produziram duas
linhagens principais. Portanto, Archaea e Eucarya séo filogeneticamente mais

relacionados entre si do que qualquer um destes Dominios com Bacteria.
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Figura 1 - Arvore filogenética universal inferida com base em andlise comparativa de
sequéncias de rRNA (adaptado de Woese, 1977 por Pommerville, 2004).

Segundo Pace (2006), os resultados de andlises comparativas do enorme
acumulo de sequéncias génicas testemunhado nas ultimas décadas (primeiro
de genes ribossomais e depois de muitos outros genes) indicam que é
necessario rever o paradigma da diversidade e evolucdo biologica, e
abandonar o modelo procarioto eucarioto. O argumento de Pace se baseia em
filogenias estabelecidas usando os genes RNAr, assim como 0s genes
responsaveis pelo funcionamento do genoma (que codificam a maquinaria
necessaria para expressar sequéncias génicas), as quais sdo suportadas por
evidéncias bioquimicas. A estrutura basica de 3 dominios nos mostra que ao
invés de dois tipos de organismos, procariotos e eucariotos, ha trés: bactéria,
eukarya (eucariotos) e archaea, sendo os dois Ultimos mais proximamente
relacionados entre si do que qualquer um deles com bactéria. Nao ha um grupo
filogenético Unico (monofilético) que se possa chamar de procarioto, e,
portanto, o modelo procarioto eucarioto para diversidade e evolugdo bioldgica
se tornou obsoleto.

Outro grande impacto do uso de sequéncias de DNAr como ferramenta na
classificagdo microbiana se deu em estudos de diversidade de microrganismos
a partir de amostras ambientais. A utilizacdo de metodologias que independem

do isolamento e cultivo de microrganismos levou a uma drastica mudanga na
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perspectiva da diversidade microbiana existente no ambiente. Diversos grupos
de microrganismos nunca antes cultivados puderam ser detectados no
ambiente por meio das sequéncias de DNAr 16S e, através da comparacéo
com sequéncias depositadas em base de dados, observou-se que muitas delas
pertenciam a organismos filogeneticamente néo relacionados as divisbes
bacterianas existentes. Este impacto na visdo da diversidade microbiana pode
ser exemplificado pelo numero de divisdes existentes no Dominio Bactéria: em
1987 eram 12 divisdes, todas elas descritas com base em organismos
cultivados; ja em 1998 o numero de divisdes publicado havia subido para 36
Hugenholtz et al. (1998), sendo 13 delas divisbes candidatas, ou seja, sem
representante cultivado e descricdo formal. Um levantamento mais recente,
realizado por Rappé e Giovannoni (2003) apontou como 53 o numero de
divisbes dentro do Dominio Bacteria, sendo que aproximadamente 50% destas
nao possuem representantes cultivados (Keller e Zengler, 2004). Atualmente, o
cultivo de representantes destas divisées é um dos grandes desafios para os
taxonomistas.

Membros do Dominio Bactéria desempenham um importante papel nas
atividades de decomposicédo, transformacdo de nutrientes e outros processos
biogeoquimicos relacionados a manutencao da capacidade produtiva dos solos
em diversos ambientes (Cury, 2006). Estima-se que é conhecido apenas 1%
das bactérias presentes no solo, no entanto, esta porcentagem vem
aumentando nos ultimos anos em virtude do desenvolvimento de técnicas
moleculares. Estudos empregando tais técnicas tém revelado que alguns
grupos de Bactéria apresentam distribuicdo cosmopolita, ao passo que outros

parecem estar restritos a ambientes particulares (Schlegel e Jannasch, 1992).

Recentemente tém sido constatadas mudangas significativas nas
estruturas de comunidades bacterianas em solos da Amazoénia Ocidental sob
efeito antropogénico de desmatamento e uso da terra com cultivo agricola
tradicional e pastagem, revelando a sensibilidade de diferentes grupos
bacterianos as mudancas nos sistemas de uso da terra (Jesus et al., 2009,
Navarrete et al., 2010).

34



Filo Proteobacteria

"Proteobacteria” (do grego: Proteus, deus do oceano capaz de mudar de
forma; + bakterion, pequeno bastdo) € um filo composto por bactérias de
coloracdo gram-negativas. Considerando a etimologia da palavra
Proteobactéria este filo tem esse nome pela variedade de formas estruturais
que assume de acordo com a espécie. E considerando o sequenciamento do
rRNA 16S, as proteobactérias sdo classificadas em 5 grupos. Popularmente
seus representantes sdo designados de proteobactérias (Madigan e Martinko,
2006) distribuidos em cinco classes: Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria e Gammaproteobacteria.

A primeira descricdo do termo Proteobacteria por Stackebrandt, Murray e
Truper, em 1988, referia 0 grupo como uma classe. Entretanto, na segunda
edicdo do Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, o termo foi classificado
como um filo. O filo "Proteobacteria” € um dos maiores filos do dominio
Bacteria, incluindo mais de duzentos géneros. Incluem uma grande variedade
de agentes patogénicos, tais como Escherichia, Salmonella, Vibrio e
Helicobacter outras sdo de vida livre, e incluem muitas das bactérias
responsaveis pela fixacdo do nitrogénio. (Madigan e Martinko, 2006). Os
microrganismos que fazem parte desse Filo possuem um metabolismo muito
diversificado Margulis et al., (1998), incluindo os autotroficos e o0s
heterotréficos, aerdbios e anaerobios. Pela elevada diversidade fisioldgica, é o
Filo predominante em ecossistemas que possuem uma grande variedade de
condicbes ambientais para o estabelecimento de popula¢gdes de procariotos.

No Amazonas, em estudo realizado em solos de Latossolo Amarelo,
Rodrigues (2008) constituiu trés bibliotecas genémicas, onde foram analisados
comunidades bacterianas sob o cultivo de cupuacu (Theobroma grandiflorum) e
camu-camu - (Myrciaria dubia), observando uma prevaléncia de bactérias das

classes Acidobacteria, Betaproteobacteria e Alfaproteobacteria.

Alfaproteobactérias
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As proteobactérias alfa incluem a maioria dos géneros fototroficos, mas
também véarios géneros que metabolizam componentes C1, simbiontes de
plantas (por exemplo, os rizobios) e de animais e também um grupo de agentes
patogénicos (Rickettsiaceae). Pensa-se que os precursores das mitocondrias
das células eucariotas originaram-se a partir deste grupo bacteriano (Madigan
e Martinko, 2006).

Os microrganismos encontrados nessa classe sdo descritos
principalmente no solo e em agua doce, com poucos representantes marinhos
(Cho e Giovannoni, 2003). Essa ordem possui 11 familias Garrity et al. (2004)
sendo o género Bradyrhizobium o mais conhecido e estudado, por ser uma
bactéria fixadora de nitrogénio atmosférico quando associada a leguminosas.

Algumas caracteristicas do solo podem afetar a nodulacédo e a fixacdo do N2

de leguminosas junto a vasta variedade de Rizobium tais como condi¢des de
baixa fertilidade do solo e elevadas doses de nitrogénio combinado, o efeito da
rizosfera, tensdo da agua, pH, salinidade, temperatura, toxinas e predadores.
Na Amazbnia, Chagas Junior et al. (2009), encontraram grande
variabilidade genética de rizobios isolados de nodulos de caupi, com a

formacéao de oito grupos.

Betaproteobactérias

As proteobactérias beta incluem varios grupos de bactérias aerdbias ou
facultativas que sdo versateis nas suas capacidades de degradacdo, mas
também contém géneros quimiolitotroficos (por exemplo, o género
Nitrosomonas que oxida o amoniaco) e alguns fototréficos (géneros
Rhodocyclus e Rubrivivax). As proteobactérias beta desempenham um papel
importante na fixagcdo de azoto em varios tipos de plantas, oxidando a aménia
para produzir nitrito, um produto quimico importante para a funcdo das plantas.
Muitas delas encontram-se em amostras ambientais, tais como aguas residuais
ou no solo. Espécies patogénicas dentro desta classe sdo as Neisseriaceae
(que causam a gonorreia e a meningoencefalite) e as espécies do género
Burkholderia, com amplo potencial agricola e biotecnoldgico, promotoras de

crescimento em plantas com fixacdo bioloégica de nitrogénio, além de
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produtoras de biopolimeros (Yabuuchi, 1997), possui também um papel
importante na biodegradagdo de compostos naturais, sendo capaz de utilizar
uma grande variedade de substratos (Freitag e Prosser, 2004). Outra bactéria
que se destaca neste grupo € a Ralstonia, agente causal da murcha bacteriana
em solanaceas e Moko em bananeiras, sendo um fator limitante dessas

culturas no Amazonas (Coelho Netto et al., 2004).

Gammaproteobactérias

Sao encontradas em grande frequéncia em solos, e estdo distribuidas em
13 Ordens (Garrity e Holt, 2001). As proteobactérias gama incluem Varios
grupos de bactérias importantes para a ciéncia e para a medicina, tais como as
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Pseudomonadaceae. Este grupo inclui
varios agentes patogénicos importantes, como por exemplo, Salmonella
(enterite e febre tifoide), Yersinia (peste), Vibrio (célera), Pseudomonas
aeruginosa (infecgdes pulmonares em pacientes hospitalizados ou com fibrose

cistica).

3.5 Técnicas moleculares para estudo de comunidades microbianas em

amostras ambientais

Pela complexidade da populacdo de microrganismos, métodos
convencionais que usam meios de culturas seletivos sdo limitados, pois uma
pequena fracdo dos organismos pode ser isolada e assim estudada. Além
disso, 0os microrganismos que conseguem crescer em meios artificiais ndo séo
necessariamente metabdlica ou numericamente dominantes no meio natural de
onde foram retirados (Muyzer e Ramsing, 1995).

A necessidade de métodos mais eficientes, capazes de caracterizar a
diversidade de microrganismos €, portanto, imperativa para melhor
compreender os processos de decomposicdo da matéria organica e reciclagem
de nutrientes. A partir do inicio da década de 90, com o desenvolvimento dos

meétodos moleculares para a analise de microrganismos a partir de amostras de
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DNA ambiental Ward et al. (1992), abriram-se novas perspectivas de pesquisa.
A utilizacdo de tais métodos tem resultado num melhor conhecimento da
sucessdao microbiana, dos diferentes niveis troficos relacionados com a
decomposicdo da matéria organica e a importancia relativa de componentes
nas suas multiplas funcdes e nos seus habitats naturais (Peters et al., 2000).

Um grande avanco nos estudos de ecologia microbiana foi dado com o
advento de técnicas moleculares, baseadas na analise do DNA de
microrganismos retirado diretamente dos ambientes naturais, sem a
necessidade de multiplicacdo prévia das células (Benlloch et al, 1995). O uso
de ferramentas moleculares tem sido cada vez mais aplicado na &rea de
agronomia/Ciéncia do solo. Somando aos métodos tradicionais, essas
ferramentas tém permitido uma nova abordagem cientifica nos estudos de
microbiologia do solo, possibilitando assim um melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos (Xavier et al., 2004).

As técnicas moleculares mais bem sucedidas e amplamente utilizadas
tem sido baseadas no uso do gene 16S do RNA ribossémico ou 0 gene 16S
rRNA , no caso de procariotos e 0 18S rRNA para o caso de eucariotos. A
importancia da utilizacdo deste gene para a Ecologia Molecular foi revista por
Macrae (2000) mostrando o histérico do desenvolvimento e a aplicacdo dos
métodos baseados no 16S rRNA, que possibilitem a identificacdo do
relacionamento filogenético entre todos os seres vivos por sua distribuicdo
universal, conservacdo de sua estrutura e funcdo, seu tamanho e a presenca
de seqguéncias divergentes. Os dados gerados possibilitam a caracterizacdo da
estrutura fundamental da microbiota presente em uma determinada amostra,
permitindo a identificacdo de espécies predominantes, que podem ser
utilizadas como indicadores de funcionalidade e equilibrio. Segundo Schwieger
e Tebbe (2000), métodos baseados na caracterizacdo do DNA total extraido de
uma comunidade microbiana sdo bastante confidveis na identificacdo de
bactérias isoladas, além de apresentarem resultados mais rapidamente do que
0s métodos fenotipicos convencionais.

O primeiro estudo a ser publicado sobre a diversidade bacteriana
utilizando apenas ferramentas moleculares em solos da Amazonia foi realizado

por (Bornemann e Triplett, 1997). Nesse estudo, foram obtidos 100 clones por
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meio da amplificacdo do gene 16S rRNA. O conceito de clonagem de DNA
extraido diretamente do ambiente natural, independentemente do cultivo
prévio, foi sugerido inicialmente por Pace et al. (1986), porém somente apos
cinco anos foi executado por (Schimidt et al.,, 1991). Em seu trabalho, foi
realizado a partir da extragdo do DNA total da comunidade bacteriana, a
construcdo de uma biblioteca de DNA em bacteriéfago lambda, selecéo por
hibridacdo com uma sequéncia especifica de 16S rRNA, determinacdo das
sequéncias dos clones contendo o gene e andlise comparativa das seqiéncias
encontradas.

Os métodos avancados de biologia molecular para sequenciamento
guando comparados com os tradicionais de cultivo de isolados em meios de
cultura, mostram-se com larga vantagem, uma vez que grande parte das
bactérias presentes em amostras ambientais ndo sao cultivaveis ou séo dificeis
de cultivar (Rondon et al., 2000). Em seus estudos sobre a diversidade
genética de organismos ndo cultivaveis de fontes termais, ambientes marinhos
e ambientes terrestres, Hugenholtz et al. (1998) observaram que a maior parte
das sequéncias obtidas e analisadas pertencia a microrganismos que nao
apresentavam relacdo com microrganismos cultivaveis ja sequenciados e
pertencentes a banco de dados publicos. Um outro exemplo € o trabalho
publicado por Venter et al. (2004), onde foi constatado que das 1400 espécies
de bactérias, reveladas a partir de amostras de DNA extraidas de Mar de
Sargasso, aproximadamente 150 destas eram desconhecidas. Um estudo com
grande impacto, quando analisado a ocorréncia de sequéncias desconhecidas,
foi o realizado por Lambais et al. (2006) sobre a diversidade bacteriana na
filosfera de arvores da Floresta Atlantica onde 97% do total de 428 genes 16S
rRNA seqlienciados pertenciam as espécies desconhecidas.

A avaliacdo dos impactos antropicos sobre as comunidades microbianas
tem tradicionalmente dependido das técnicas de isolamento e cultivo. No
entanto, uma pequena fragdo dos organismos na natureza, menos de 1%,
podem ser cultivados usando técnicas microbiolégicas de rotina (Malik et al.,
2008).

O estudo de complexas comunidades microbianas tem sido ampliado por

meio do desenvolvimento de técnicas de andlises de acidos nucléicos,
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permitindo analises a nivel genético. A andlise do DNA fornece informacédo
sobre a composicdo de espécies ou estruturas de comunidades. Embora, a
principio, qualquer gene possa ser usado nas analises, o gene 16S rRNA em
procariotos e o 18S rRNA em eucariotos sdo 0s mais utilizados como
moléculas marcadoras para este propdsito, uma vez que estdo presentes em
todos os organismos; apresentam regides conservadas e regifes variadas, 0
que torna possivel o desenho de primers e sondas com diferentes niveis de
especificidade; tém informacdo de sequéncia suficiente para inferéncia
filogenética; e estdo presentes em grande nimero de células, o que facilita sua
deteccdo. Além disso, cerca de 800.000 sequéncias estdo disponiveis
atualmente em bases de dados de livre acesso, tais como Genbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov), RDP (http://rdp.cme.msu.edu/html) e
Greengenes (http://greengenes.lbl.gov).

Neste sentido, técnicas de fingerprinting sdo utilizadas a fim de se obter
uma visao global da estrutura genética da comunidade microbiana. A aplicacéo
destas técnicas em estudos de ecologia microbiana vem sendo amplamente
disseminada nos ultimos anos, uma vez que constituem metodologias rapidas e
relativamente faceis de operacionalizar, permitindo a andlise simultanea de
multiplas amostras ambientais. Dentre estas técnicas estdo ARDRA (“Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis”), DGGE (“Denaturing Gradient Gel
Eletrophoresis”), RISA (“Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”), ARISA
(“Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis”) e T-RFLP (“Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism”). Estas técnicas para analise de
acidos nucléicos tém sido desenvolvidas mediante variacdes no método basico
de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizado com acuidade no diagnéstico,
quantificacdo, caracterizacdo e identificacdo de microrganismos e atividade dos
mesmos. Em genética de populacdes e ecologia microbiana, a PCR gera
dados para estudos da distribuicdo natural de membros dos Dominios Bacteria,
Archaea e Eucarya.

O uso das técnicas moleculares vem oferecendo uma oportunidade uUnica
e inovadora para se estudar comunidade microbianas in situ, sem a
necessidade de isolamento e cultivo. Entretanto, nenhuma destas técnicas

isoladamente é capaz de gerar dados abrangentes ou conclusivos sobre uma
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comunidade microbiana em particular. Além das limitagdes técnicas, o uso do
rRNA como marcador molecular pode Ilimitar a tarefa de descrever a
diversidade microbiana. Esta molécula pode ser, em alguns casos, muito
conservada para revelar diferencas entre microrganismos evolutivamente
relacionados, mas ecologicamente diferentes. Apenas uma aplicacao
combinada de diferentes métodos de biologia molecular, aliada ao uso de
técnicas classicas de isolamento e cultivo de microrganismos em cultura pura,
sera capaz de revelar de maneira mais precisa a dimensdo da diversidade

microbiana na natureza.

3.5.1 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

A técnica de DGGE é uma metodologia que permite a separacdo de
fragmentos de DNA com o mesmo tamanho, porém com sequéncia de
nucleotideos diferentes, baseada na mobilidade eletroforética de uma molécula
de DNA parcialmente desnaturada em géis de poliacrilamida com gradiente
crescente de agente desnaturante. A medida que fragmentos de DNA se
movem através do gel de poliacrilamida, contendo um gradiente crescente de
desnaturantes, uréia e formamida, pequenas regi6es denominadas dominios
de desnaturacdo sofrem uma dissociacdo das fitas que compdem a dupla
hélice, gerando moléculas parcialmente desnaturadas com mobilidade
eletroforética retardada. Estas moléculas de DNA continuam a se mover
vagarosamente através das concentracbes mais altas de desnaturantes e,
desse modo, dominios de desnaturacdo adicionais sofrem dissociacdo das
fitas. VariagBes na composicdo de bases dentro destes dominios alteram o seu
comportamento de desnaturacdo, caracterizando diferenciacdes no padrao de
eletroforese no gel gradiente desnaturante. Entretanto, quando o ultimo
dominio, ou o mais estavel, sofre desnaturacdo, o fragmento tem suas fitas
completamente dissociadas e o poder de resolucdo do gel é perdido. Para
contornar este problema, uma seqiéncia de DNA rica em GC (cerca de 40-45
bases) é acoplada a extremidade 5 do foward primer, no caso de fragmento

amplificado por PCR. Desta maneira, o fragmento inteiro desnatura como um
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dominio Unico e para de migrar quando encontra seu Tm (melting temperature)
no gel, enquanto a sequéncia rica em GC permanece na configuracao duplex,
impedindo a completa separacdo das duas fitas da molécula (Myers et al.,
1985).

Na década de 90, a técnica de DGGE foi introduzida no campo da
ecologia molecular microbiana, aliada a extracdo direta de DNA da
comunidade. Os produtos de PCR obtidos com varios conjuntos de primers que
se anelam as regifes conservadas do gene 16S rRNA em procariotos e 18S
rRNA em eucariotos, e abrangem uma ou até trés regides variaveis, tém sido
separados por DGGE, revelando a complexidade de comunidades microbianas.

Entretanto, muitas vezes, a molécula de rRNA ndo oferece variacéo
suficiente para diferenciar linhagens dentro de espécies. A analise de
sequéncias intergénicas espacadoras (IGS) entre a menor e a maior
subunidade do gene rRNA pode gerar maior variabilidade a fim de investigar
organismos em nivel intra-especifico (Gurtler e Stanisich, 1996). O uso de
primers especificos para a regido espacadora oferece uma vantagem sobre o
uso de primers para a regido 16S do gene rRNA no caso de espécies de
rizobios, uma vez que esta molécula ndo apresenta muita variacdo dentro
deste taxon (Vallaeys et al., 1997; Oliveira et al., 2006).

O uso de DGGE vem sendo disseminado nos ultimos anos, demonstrando
seu valor ndo apenas na caracterizacdo de comunidades microbianas, como
também para inferir afiliacéo filogenética dos membros da comunidade, testar a
pureza de linhagens bacterianas, monitorar o isolamento de bactérias a partir
de amostras ambientais, ou estudar a dinamica de popula¢des especificas em
funcdo de variagcBes ambientais ou das condi¢cdes operacionais de um sistema
(Muyzer et al., 1993; Heuer et al., 1997; Nogueira et al., 2006; Peixoto et al.,
2006).

Dentro desse contexto, vale ressaltar a importancia do conhecimento da
comunidade bacteriana presente em solos tropicais da Amazonia Central. O
levantamento ecoldgico por meio de técnicas moleculares e a aplicacdo dessas
comunidades sdo desconhecidos até o presente momento. Estudos com os
solos sob o cultivo de espécies frutiferas da Amazbdnia comecam a ser

realizados (Rodrigues, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do CENA-USP, Piracicaba/SP, por meio do Programa CAPES -
PROCAD 143/2007 intitulado Manejo Sustentdvel, Conservacdo da
Biodiversidade e Producdo Agricola em Solos Tropicais Degradados: Uma
Cooperacdo Académico-Cientifica entre os Programas de PG do CENA-USP,
UFMT-MT e INPA-AM.

4.1 Area de Estudo

Foram escolhidas duas propriedades rurais no Ramal da Morena, Estrada
de Balbina, no Municipio de Presidente Figueiredo, AM. A primeira em solo de
Terra Preta situada no Km 18 Sitio Felix (proprietario Felix Costa Borges),
coordenada geografica S 020213.9 W 592451.8, a segunda em solo de
Latossolo Amarelo no Km 22, Sitio Dona Maria (proprietaria Maria Ferreira de
Oliveira), coordenada geogréfica S 020356.1 W 592252.6.

Nas duas propriedades o sistema agricola é o de pomar caseiro, que sao
sistemas agricolas nos quais arvores, arbustos e ervas de interesse sao
cultivados proximos as casas; servindo de alimento, renda e uma série de
produtos e beneficios para os agricultores que os mantém (Kumar e Nair, 2004,
citado por Clement et al, 2009). Na Amazdnia, os pomares Sao uma importante
forma de agricultura tradicional, pois podem produzir continuamente durante
dezenas de anos (Van Leeuwen e Gomes, 1995, citado por Clement et al,
2009). Sao praticados o uso de “tecnologias suaves” (termo definido por Hecht
e Posey, 1989, citado por Clement et al, 2009) como fertilizantes organicos,
aditivos inorganicos, cobertura vegetal do solo, fogo controlado, e controle de
pragas e invasores (Woods e McCann, 1999, citado por Clement et al, 2009).

No pomar caseiro foram escolhidas trés fruteiras cultivadas em ambas as
propriedades: acai (Euterpe precatoria Mart.), pupunha (Bactris gasipaes
Kunth.) e cupuagu [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.]. As
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fruteiras estdo dispostas em grupos de 15 a 20 individuos, em fase adulta com
aproximadamente 8 anos de cultivo. (Fig. 2)

Figura 2 - Vista do “pomar caseiro” em area de Latossolo Amarelo.

O clima da regido é classificado como Afi, tropical imido, de acordo com a
classificacdo de Koppen. A umidade relativa do ar é bastante elevada em toda
a regidao, em torno de 80%. O solo predominante na area € o Latossolo

Amarelo de textura argilosa.

4.2 Coleta de dados

A coleta de solos foi realizada no dia 28 de maio de 2009, em ambas as
propriedades foram escolhidas seis plantas/cultura. Foram coletandos solos em
trés pontos ao redor de cada planta e depois homogeneizando esses solos
para compor uma amostra. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com fatorial 2 x 3, com 6 repeticdes. Sendo dois ambientes (Terra
Preta e Latossolo Amarelo), sob o cultivo de trés fruteiras (acgai, pupunha e

45



cupuagu) com seis repeticoes para cada fruteira em cada ambiente,
constituindo 18 amostras em cada propriedade, totalizando 36 amostras
coletadas.

A mesma técnica foi utilizada para as duas propriedades. Com o tercado
foi realizada a limpeza da saia das plantas, depois, com o auxilio de pequenas
pas de jardim foram retiradas trés amostras de solo deformado (com estrutura
nao preservada) a 0-10 cm de profundidade, na area da copa de’ cada planta,
higienizando previamente as pas e tercado com 4&lcool etilico hidratado a
98,2%. (Fig. 3)

Figura 3. Coleta de solos sob cultivo de pupunheira, em area de Terra Preta.

Apés as coletas, as amostras, com aproximadamente 500g, foram
colocadas em sacos plasticos transparentes identificados e em seguida
acondicionados em caixa de isopor com gelo seco, para manter sua umidade
durante o transporte (Anderson e Ingram, 1993). As amostras foram

transportadas do campo sob gelo seco até a Coordenacdo de Pesquisas em
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Ciéncias Agrondmicas — CPCA do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia — INPA, preservadas em gelo seco e enviadas (28/05/2009) pelos
correios, via Sedex 10, para o Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura CENA-USP, em Piracicaba-SP, onde
ficaram armazenadas em temperatura de - 80°C por cinco dias até o
processamento para a extragdo do DNA total, que foi realizado no dia 02 de
junho de 2009.

Do total de solo coletado em cada ponto amostral, apenas uma sub-
amostra com cerca de 0,25 g foi utilizada para analise microbiolégica. Cerca de
400g foi encaminhada para analise quimica e o solo restante de cada amostra
ficou armazenado a -80° C.

Cada amostra de solo destinada a analise microbiolégica foi deformada,
homogeneizada em saco plastico e espalhada sobre folha de aluminio. Uma
amostra de 0,25 g de solo foi coletada e transferida para microtubo a fim de
proceder a extracdo do DNA total do solo. O DNA total foi extraido para cada

amostra.
4.2.1 Analise quimica de solos

A caracterizacdo quimica dos solos (analises de macro e micronutientes)
foi realizada no Laboratério de Analises Quimicas do Departamento de Ciéncia
do Solo da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — ESALQ/
Universidade de S&o Paulo — USP.

Os atributos quimicos analisados foram: pH, matéria organica (MO), P
disponivel, N total, S, K*, Ca?", Mg?* trocaveis, Al, soma de bases (SB), T,
indice de saturacao por bases (V), saturacao por aluminio e os micronutrientes
(B, Cu, Fe, Mn e Zn). Os resutados das analises de solos constam no Anexo
(Anexo 1-3).

4.2.2 Extracao do DNA total do solo

Para a extragdo do DNA total do solo foi utilizado o Kit Power Soil DNA

Extraction™ (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA). Brevemente, 0,25 g de solo
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foi adicionado em microtubos contendo granada finamente moida e as células
foram lisadas por agitagdo horizontal a 4 ms™* por 5 segundos (agitador de
tubos modelo MA 162, Marconi). Apés a lise celular, o DNA total do solo foi
extraido de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA purificado foi
quantificado por comparagdo com padrdo de massa apos eletroforese em gel
de agarose 1% (p/v) corado com brometo de etideo em tampéo TSB (Brodie et
al. 2003). Como padrao de tamanho e quantidade de DNA foi utilizado o
marcador de massa DNA Mass Ladder (Invitrogen) e para verificar a

integridade da molécula empregou-se A/Hind IlI (Invitrogen).

4.2.3 PCR-DGGE

Reacdes de PCR para uso em DGGE foram realizadas em termociclador
(modelo GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems) seguindo as
condicBes estabelecidas nos respectivos trabalhos de referéncia dos primers,
com pequenas alteragbes quando necessario (Tabela 1). Todas as rea¢fes de
amplificacdo para uso em DGGE foram preparadas para um volume final de 25
uL, usando 2.5 pL de tampéo para PCR 10 X, 1.25 mM MgClz, 0.5 mM de cada
dNTP, 5 pmoles de cada primer, 1 U de Platinum® Tag DNA Polimerase

(Invitrogen) conforme especificado na Tabela 1.

A verificacdo do tamanho dos amplicons resultantes de cada reacéo foi
realizada por comparacdo com o marcador molecular Low DNA Mass ladder
(Invitrogen) e padrdo de tamanho de DNA 100 pb (Invitrogen) apOs corrida
eletroforética a 90 V por 30 minutos em gel de agarose 1%, usando tampéao
TSB (Brody e Kern, 2004). Os géis foram fotodocumentados pelo programa

Kodak digital science 1D (Scientific Imaging Systems).

4.2.3.1 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante — DGGE

As discrimina¢des dos produtos de PCR foram feitas em diferentes géis
de DGGE, combinando os perfis das comunidades de um mesmo grupo
microbiano presentes nos solos sob os diferentes usos da terra analisados,

comparativamente, da seguinte forma: Terra Preta vs. Latossolo Amarelo vs.
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cultivo acai, cupuagu e pupunha. Os conjuntos de dados obtidos
(presenca/auséncia de bandas) para cada grupo bacteriano (Alfa, Beta e
Gammaproteobacteria) foram analisados por Analise de agrupamento
hierarquico, Analise de Componentes Principais, Analise de Similaridade —

ANOSIM e Andlise de escalonamento multidimensional ndo-métrico — NMDS.

Andlises de DGGE foram realizadas usando o sistema phorU2 (Ingeny,
Leiden, The Netherlands). Foi utilizado solu¢cdo tampé&o 0,5 X de TAE (10 mM
de Tris-acetato e 0,5 mM de EDTA, pH 8,0), solucéo desnaturante 80% (7 M de
uréia e 40% de formamida) e solucdo 0%, sem uréia e formamida, nas
condicBes apresentadas na Tabela 2. As metodologias tiveram como base os
trabalhos referenciados nesta mesma tabela, com adaptacdes quando

necessario.

Apos a eletroforese, os géis foram corados com nitrato de prata (0,2%) e
digitalizados em ImageScanner Modelo-PowerLook 1120 USG (Amersham
Biosciences). A plataforma de software do BioNumerics versdo 5.1 (Applied
Maths NV, Belgium) foi utilizada para analisar os perfis de DGGE. A tolerancia
com respeito ao posicionamento das bandas foi de 0,8%. Analises de
agrupamento hierarquico foram feitas usando o algoritmo UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method using Arithmetic Averages) e a correlacdo foi calculada

usando o coeficiente de similaridade de Jaccard.

A consisténcia dos agrupamentos foi avaliada pelos valores de
correlacdo cofenética. Analises multivariadas de ordenacdo (Andlise de
Componentes Principais e Analise de escalonamento multidimensional néo-
métrico - NMDS) foram feitas usando a mesma plataforma de software do
BioNumerics e os pacotes do CANOCO for Windows 4.5 (Biometris,
Wageningen, Holanda), respectivamente. Os dados de presenca e auséncia
de bandas foram ordenados e analisados com os atributos quimicos dos solos

usando o método NMDS.
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Tabela 1 — Sequéncias iniciadoras utilizadas nas reac6es de PCR-DGGE, programas no termociclador e variacdes no preparo das reacdes.

Cédigo
Primer”

Especificidade e
rrn operon

Sequéncia (5’ 2 3’)

Referéncia

Conjunto de
primers

Programa
termociclador/variacées no
preparo das rea¢fes (25 L)

203f
1492r
B948f

395f

871r

f984GC

1378r

f518GC

785r

gc.

a-proteobacterias

Bacteria, 16S
B-protecbacterias
y-proteobacterias

Bacteria, 16S
a-proteobacterias

ae B-
proteobacterias

y-proteobacterias

y-proteobacterias

GGATGAGCCCGCGGCCTA

TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT
CGCACAAGCGGTGGATGA
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
ACTCCCCAGGCGGTCDACTTA

gc. AACGCGAAGAACCTTAC

CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

gc.-AACGCGAAGAACCTTAC
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

CGCCCGGGGCGLCGLLCLLCGGGLEGGE
CGGGGGCA

Gomes et al., 2001

Heuer et al., 1997

Gomes et al., 2001
Mihling et al., 2008
Muhling et al., 2008

Heuer et al., 1997

Heuer et al., 1997

Heuer et al., 1997

Heuer et al., 1997

Heuer et al., 1997

a203f/1492r

3984f/1378r

y395f/871r

f984GC/1378r

f518GC/785r

94 °C 4 min; 10 ciclos “touch
down "** + 25 ciclos: 94 °C 1
min, 65 a 56 °C 1 min, 72 °C 2
min ; 72 °C 10 min/2.5 pL 10 x
buffer , 1.25 mM MgClz, 0.5
mM dNTP, 0.25 L Formamida,
0.25 uL BSA, 1.0 mM primers,
10 ng/uL DNA, 2.0 U Taq DNA
Polimerase.

94 °C 4 min; 10 ciclos “touch
down "** + 25 ciclos: 94 °C 1
min, 65 a 56 °C 1 min, 72 °C 2
min ; 72 °C 10 min/2.5 pL 10 x
buffer , 1.25 mM MgClz, 0.5
mM dNTP, 0.25 yL Formamida,
0.25 uL BSA, 1.0 mM primers,
10 ng/uL amplicons, 2.0 U Taq
DNA Polimerase.

*f — forward primer; r — reverse primer; gc. — sequéncia rica em G+C inserida na extremidade 5.

** “touch down” — 10 ciclos decrescentes da fase de ligacéo, iniciando de 65 e terminando em 56 °C.
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Tabela 2 - Condi¢cBes de eletroforese em gel com gradiente desnaturante que serdo utilizadas para
andlise de fragmentos parciais SSU rDNA de diferentes tamanhos.

Tamanho Gradiente Gel
PCR produto  desnaturante poliacrilamida Eletroforese Referéncia
(pb)* (%) (%)
F9o84- 16 h a 100 V Heuer et
GC/R1378%0 94 40-65 6 e 60° C al., 1997
F518- 267 40 - 65 6 16 h a 100 V Heuer et

GC/R785¢ e60°C al., 1997

aAlfaproteobacteria "Betaproteobacteria e c<Gammaproteobacteria
*Tamanho dos produtos de amplificacéo discriminados por DGGE.

Analises de similaridade (ANOSIM) foram feitas com o programa Primer5 for
Windows versdo 5.2.6 (Plymouth Marine Laboratory, Primer-E, Reino Unido) e a
riqueza de amplicons foi analisada com o software Statistica versao 6.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, USA), e no Excel utilizando ANOVA e Teste de Tukey quando
necessario. As ANOSIM foram realizadas com os conjuntos de dados gerados por
DGGE a fim de testar o efeito dos diferentes solos (Terra Preta e Latossolo Amarelo)
e das culturas (acai, pupunha e cupuacu) nas estruturas de comunidades dos
diferentes grupos microbianos estudados (Alfa, Beta e Gammaproteobacteria). A
matriz de distancia foi construida sem transformacéo dos dados e empregando Bray-

Curtis (Legendre e Legendre, 1998) como medida de distancia.

Foram aplicados testes nao-paramétricos Chao2 e Jackknife2, que séao
inferénciais para analise de fatorial relacionada a significancia estatistica, para
estimar a riqueza das estruturas de comunidades de bactérias dos filos Alfa, Beta e
Gammaproteobacterias, sob os diferentes cultivos em solos de Terra Preta e
Latossolo Amarelo. A estimativa de rigueza foi baseada nas bandas raras ou Unicas
presentes no DGGE. O programa utilizado foi 0o CANOCO 4.5 (Ter Braak e Smilauer,
2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Analises de solos

Os atributos quimicos analisados foram: pH, matéria organica (MO), P
disponivel, S, K*, Ca?*, Mg?* trocaveis, Al, acidez potencial (H + Al), soma de bases
(SB), T = (SB + (H+Al), saturacao por bases (V), saturacao por aluminio (m), os

micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn) e N tota | (Anexo, 1-3).

As analises quimicas mostraram semelhancas nos ambientes de Terra Preta e
Latossolo Amarelo, sendo considerada, para esse estudo, a primeira propriedade
em solos de Terra Preta Contemporanea e a segunda em solos de Latossolo

Amarelo.

5.1 Andlises dos padrdes de bandas gerados por DGGE e estatisticas

As discriminacdes dos produtos de PCR foram feitas em diferentes géis de
DGGE, combinando os perfis das comunidades de um mesmo grupo microbiano
presentes nos solos sob os diferentes usos da terra analisados, comparativamente,
da seguinte forma: Terra Preta vs. Latossolo Amarelo vs. Culturas cultivadas (acai,
pupunha e cupuacu). Foram obtidos trés conjuntos de dados (presenca/auséncia de
bandas) para cada solo e grupo microbiano estudado (Alfa, Beta e
Gammaproteobacteria). Baseado nestes conjuntos de dados, foram realizadas as
analises de grupamentos hierarquicos, dos componentes principais, ANOSIM e,
NMDS.

A classificacdo feita por método hierarquico permitiu a construcdo de
dendrogramas elucidativos contendo a sequéncia em que ocorreram divisées ou
unides dos diferentes perfis das comunidades microbianas revelados por DGGE. A
heterogeneidade destes perfis esta representada pela posicéo dos seus nos na linha
base de similaridade (Figuras 4, 5 e 6). A distor¢cdo na matriz original dos dados foi
quantificada pelo coeficiente de correlagdo cofenética, o qual expressou valores que
garantem confiabilidade a interpretacdo dos agrupamentos gerados pelo método de
ligacdo UPGMA.
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Figura 4 - Agrupamentos hierarquicos definidos a partir de fingerprints DGGE de comunidades de
Alfaproteobacteria presentes em solos de Terra Preta [ZJ e Latossolo Amarelo ], amostrados em maio
de 2009, nas areas de estudo localizadas na Amazonia Central brasileira. Os valores numéricos nos
nés dos ramos indicam o coeficiente de correlag@o cofenética associado com cada cluster. As letras
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A, P e C e os nimeros de 1 a 6, correspondem aos solos sob cultivo de agai, pupunha e cupuagu e
repeticdes, respectivamente.
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Figura 5 - Agrupamentos hierarquicos definidos a partir de fingerprints DGGE de comunidades de
Betaproteobacteria presentes em solos de Terra Preta [Z] e Latossolo Amarelo [, amostrados em
maio de 2009, nas areas de estudo localizadas na Amazonia Central brasileira. Os valores numéricos
nos nés dos ramos indicam o coeficiente de correlacdo cofenética associado com cada cluster. As
letras A, P e C e os nimeros de 1 a 6, correspondem aos solos sob cultivo de acai, pupunha e
cupuagu e repeticdes, respectivamente.
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Figura 6 - Agrupamentos hierarquicos definidos a partir de fingerprints DGGE de comunidades de
Gammaproteobacteria presentes em solos de Terra Preta [Z e Latossolo Amarelo &, amostrados em
maio de 2009, nas areas de estudo localizadas na Amazdnia Central brasileira. Os valores numéricos
nos nés dos ramos indicam o coeficiente de correlacdo cofenética associado com cada cluster. As
letras A, P e C e os numeros de 1 a 6, correspondem aos solos sob cultivo de acai, pupunha e
cupuacu e repeticdes, respectivamente.
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De maneira geral, os agrupamentos hierarquicos dos trés grupos bacterianos
agruparam-se de forma distinta quando analisados aos tipos de solos (Latossolo
Amarelo e Terra Preta). Os resultados demonstraram que ha agrupamento
diferenciado sendo selecionado pelo ambiente. Segundo Moreira e Siqueira, (2006)
modifica¢des significativas nas propriedades fisico quimicas do solo, causadas pelos
diversos usos, seja por adicdo ou remocdo de elementos e/ou préaticas de cultivo
poderdo causar alteracdes na comunidade microbiana. Rodrigues (2008) constituiu
trés bibliotecas genémicas, onde foram analisadas comunidades bacterianas sob o
cultivo de cupuacu (Theobroma grandiflorum) e camu-camu - (Myrciaria dubia),
observando uma prevaléncia de bactérias das classes Acidobacteria,
Betaproteobacteria e Alfaproteobacteria. Em estudo realizado por Roesch et al.
(2007) detectaram por meio de analises comparativas com as seqUéncias
depositadas do banco genético do NCBI, sequéncias pertencentes as classes
Alfaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria, em solos cultivados
com milho. Araujo et al. (2011) em estudo de comunidades microbianas de solo do
Cerrado que foram analisadas por técnicas moleculares RISA (Anéalise do Espaco
Intergénico Ribossomal) e T-RFLP (Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos
de Restricdo Terminal), foram observadas sequéncias de Alfaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria e Deltaproteobacteria além de terem sido
encontradas sequéncias de Proteobacteria ndo classificadas, em amostras de solo

de quatro fitofisionomias de Cerrado.

5.2 Estimativas de riqueza para Alfa, Beta e Gammaproteobacteria — indices
Chao 2 e Jackknife2

Com base nos indices de Chao 2 e Jackknife2 os resultados estimados para o
grupo Betaproteobacteria 0 ambiente de Terra Preta apresentou-se mais rico, e para
0 grupo Gammaproteobacteria o ambiente de Latossolo Amarelo foi estimado de

maior riqueza (Tabela 3).
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Tabela 3 - Estimativas de riqueza de estruturas de comunidades bacterianas, em solos na Amazbnia
Central, por meio de dois estimadores ndo paramétricos Chao 2 e Jackknife2, com variancia para
Chao2.

Estimativa de riqueza Variancia
Cultivo Solo* Chao2 Jackknife Chao 2
2
Acai 41,78 42,93 4
Pupunha LA 40,92 44,27 0,86
Alfaproteobacteria Cupuacu 30,84 32,85 1
Acai 46,56 44,93 5
Pupunha TP 29,01 27,30 0,17
Cupuagu 35,12 38,87 15
Acai 53,61 61,17 15
Pupunha LA 57,98 65,67 1,6
Betaproteobacteria Cupuacu 40,22 43,37 1
Acal 61,24 70,53 1,28
Pupunha TP 59,54 67,57 1,16
Cupuacgu 51,74 58,07 15
Acal 59,18 67,90 0,94
Pupunha LA 60,12 68,10 1,25
Gammaproteobacteria Cupuacu 50,96 56,57 0,85
Acal 45,13 49,83 1,8
Pupunha TP 41,57 46,77 1,28
Cupuagu 44,63 52,13 1,27

*Solo: TP — Terra Preta e LA — Latossolo Amarelo

A rigueza observada nos grupos de Alfa, Beta e Gammaproteobacterias, foi
baseada nos dados de matrizes de presenca e auséncia gerados pelo DGGE
(Figuras 7-9). Foram obtidas as médias do numero de bandas observadas para cada
solo sob o cultivo, tendo seis repeticdes para cada experimento. Utilizou-se ANOVA,
para verificar a diferenca entre os principais fatores (ambientes de Terra Preta e
Latossolo Amarelo) e o efeito da interagdo entre as culturas neles cultivadas (acai,
pupunha e cupuacgu), seguida do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A riqueza observada nos grupos bacterianos seguiu a seguinte distribuicao:
para o grupo de Alfaproteobacterias ndo houve distincdo do numero de UTOs
guando comparado os ambientes de Latossolo e Terra Preta.

Para o grupo de Betaproteobacteria houve maior riqueza na area de Terra

Preta sendo significativo até mesmo quando comparado entre as culturas.

Para o grupo de Gammaproteobacteria 0 solo sob o cultivo do cupuagu

apresentou maior indice de riqueza na area de Latossolo Amarelo.
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Figura 7 - Rigueza das comunidades bacterianas Alfaproteobacteria, revelada nos padrées de bandas
DGGE obtidos a partir de 6 amostras (pontos amostrais) de solos de Terra Preta e Latossolo Amarelo
sob trés diferentes cultivos (acai, pupunha e cupuagu). Médias seguidas de mesma letra na

horizontal, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade
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Figura 8 - Rigueza das comunidades bacterianas Betaproteobacteria revelada nos padrfes de
bandas DGGE obtidos a partir de 6 amostras (pontos amostrais) de solos de Terra Preta e Latossolo
Amarelo sob trés diferentes cultivos (acai, pupunha e cupuacu). Médias seguidas de mesma letra na
horizontal, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Figura 9 - Riqueza das comunidades bacterianas revelada nos padrées de bandas DGGE obtidos a
partir de 6 amostras (pontos amostrais) de solos de Terra Preta e Latossolo Amarelo sob trés
diferentes cultivos (acai, pupunha e cupuacu). Médias seguidas de mesma letra na horizontal, ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.3 Analises de similaridade (ANOSIM)

As ANOSIM foram realizadas com os conjuntos de dados gerados por DGGE
a fim de testar o efeito do uso das diferentes culturas e tipo de solos nas estruturas
de comunidades bacterianas estudados. A matriz de distancia foi construida sem
transformacdo dos dados e empregando Bray-Curtis (Legendre e Legendre, 1998)
como medida de distancia. Os valores de R obtidos usando 1000 permutacdes
(Tabela 4) expressam o nivel de separacdo das estruturas de comunidades
bacterianas em funcg&o do tipo de solo variando em uma escala de 0 (indistinguivel)
a 1. Interpretam-se os valores de R>0,75 como indicativos de grupos totalmente

distintos; 0,5<R<0,75 como grupos com sobreposicdo, mas claramente
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diferenciados e R<0,5 como grupos semelhantes, de acordo com o manual do
programa Primer5 (Clarke e Gorley, 2001).

Com base nos valores de R expressos pela ANOSIM, as estruturas de
comunidades de Alfaproteobacterias dos solos reveladas nos perfis de DGGE
apresentaram grupos com sobreposi¢do, mas claramente separados nos espacos
de ordenacdo do estudo quando comparados TP vs LA, bem como os grupos de
Betaproteobacterias sob cultivo de acai e Gammaproteobacterias sob o cultivo de
acai e cupuacu. As estruturas de comunidades bacterianas formaram grupos bem
separados nas ordenacdes TP vs LA (R>0,75) os grupos de Betaproteobacterias sob
cultivo de acai e Gammaproteobacteria sob cultivo de pupunha. A similaridade entre
as estruturas de comunidades bacterianas dos solos sob TP vs LA evidenciou

grupos semelhantes para Betaproteobacterias sob o cultivo de Pupunha (R<0,5).

Tabela 4- Descricdo das andlises de similaridade (ANOSIM) e NMDS.

NMDS
Cultura Stress?® Correlagdo? Variabilidade® ~ ANOSIM
(%) (%) TP vs. LA
Acali 0.09615 53,4 53,4 0,50
Alfaproteobacteria Pupunha 0.13162 58,0 58,0 0,54
Cupuacgu 0.05638 65,1 65,1 0,50
Acai 0.14014 58,2 58,2 0,52
Betaproteobacteria Pupunha 0.13764 74,8 74,8 0,01
Cupuacu 0.12868 69,4 69,3 0,85
Acali 0.12846 68,2 62,8 0,61
Gammaproteobacteria  Pupunha 0.13089 70,4 70,4 0,91
Cupuacgu 0.12846 68,2 68,2 0,66

3ndica a fidelidade da regressao utilizada na analise (100 permutacées).

bindica a correlacao das estruturas de comunidades microbianas e os atributos fisico-quimicos do solo
para o primeiro eixo da ordenacao.

CPorcentagem de variabilidade do conjunto de dados referente as estruturas de comunidades
microbianas explicada pelo primeiro eixo da ordenacao.
TP — Terra Preta; LA — Latossolo Amarelo.

Valores de Stress <0,05 indicam que a configuragdo das amostras no espaco

de ordenacdo apresenta baixa probabilidade de ma interpretacédo; valores <0,1
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garantem boa representacédo; valores <0,2 sugerem interpretacdo juntamente com
outros métodos, e valores >0,3 indicam uma representa¢cdo ndo aceitavel (ter Braak
e Smilauer, 2002).

Baseado nos valores de Stress, de maneira geral, as amostras sugerem
interpretagdo juntamente com outros métodos, por essa razao utilizou-se também a
ANOSIM.

Os dados de presenca e auséncia de bandas foram ordenados com o0s
atributos fisico-quimicos dos solos usando o método multivariado NMDS (Figuras 10,
11, 12). Na analise de NMDS foi plotado um ponto para cada amostra. A distancia
entre as amostras foi avaliada usando Jaccard. A fidelidade da relacdo entre as
distancias das amostras no diagrama e os valores reais de similaridade entre elas
encontra-se expressa na Tabela 4 (valores de Stress), juntamente com a correlacdo

e a variabilidade resultantes da analise.

As ordenacbOes dos dados de presenca e auséncia de bandas com os
atributos dos solos analisados foram caracterizadas por biplots que aproximaram o0s
perfis das comunidades microbianas as variaveis ambientais. Assim, os diagramas
de ordenacdo representam as principais caracteristicas da distribuicdo das
comunidades ao longo de um gradiente ambiental definido pelos atributos quimicos
dos solos. Para facilitar a interpretacdo, os atributos dos solos foram representados
por setas. O comprimento e a inclinacdo do vetor sdo parametros significantes na

interpretacdo das ordenacoes.

5.4 Anélises de NMDS dos perfis de DGGE

As analises de NMDS dos perfis de DGGE mostraram que as comunidades
bacterianas (Alfa, Beta e Gammaproteobacterias) presentes nos habitats dos solos
diferiram em estrutura e que essas diferengcas estiveram relacionadas a alguns
atributos do solo (ver ANEXOS A e B), especialmente aqueles associados a
Aluminio e Ferro. Dos atributos quimicos avaliados, Fe, Al, S, H+Al, Mn, pH e

porcentagem de saturacdo por aluminio (m) foram os uUnicos efeitos significativos na
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condicional (p<0,05), enquanto V, Ca, MO e B tem um efeito significativo sobre a
comunidade (0,10<p<0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Efeito da condicional NMDS segundo as variaveis ambientais sob a distribuicdo da

estrutura das comunidades de bactérias observadas.

Na sequéncia as Figuras 10, 11 e 12 apresentada a seguir, cada
dendrograma esta acompanhado de uma Andlise de Componentes Principais feita
com o mesmo conjunto de dados usado na classificacdo hierarquica. Este método
de analise de gradiente indireto consiste em uma técnica estatistica multivariada que
permitiu a distribuicdo dos perfis das comunidades microbianas ao longo de eixos de
ordenacdo com base na presenca e auséncia de bandas detectadas por DGGE. Os
valores percentuais associados a cada eixo da ordenacdo (X, Y) informam a
explicabilidade destes eixos ao longo das mudancas percebidas nas estruturas de
comunidades dentro do espaco de ordenacdo. Conjuntamente, os dois eixos
plotados em cada ordenacgao apresentada explicam mais de 50% da distribuicdo dos

dados conforme dados da Tabela 4.
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Figura 10 - Analises de NMDS (Non-Metric Multidimensional Scaling) baseadas nas estruturas de
comunidades de Alfaproteobacteria, em solo sob o cultivo de acgai, pupunha e cupuacu, conforme
discriminadas pela técnica de DGGE, e nos atributos quimicos dos solos. Os nimeros 1 a 6 apds as
letras de identificacdo referenciam as repeticdes, respectivamente. © - Latossolo Amarelo B - Terra
Preta.
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Figura 11 - Analises de NMDS (Non-Metric Multidimensional Scaling) baseadas nas estruturas de
comunidades de Betaproteobacteria, em solos sob o cultivo de agai, pupunha e cupuagu, conforme
discriminadas pela técnica de DGGE, e nos atributos quimicos dos solos. Os nimeros 1 a 6 ap0s as
letras de identificacdo referenciam as repeticdes, respectivamente. © - Latossolo Amarelo | - Terra
Preta.
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Figura 12 - Andlises de NMDS (Non-Metric Multidimensional Scaling) baseadas nas estruturas de
comunidades de Gammaproteobacteria, em solos sob o cultivo de acai, pupunha e cupuacu,
conforme discriminadas pela técnica de DGGE, e nos atributos quimicos dos solos. Os nimeros 1 a 6
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Os resultados obtidos com as anélises de NMDS foram semelhantes aqueles
obtidos com base nos perfis de DGGE e mostraram que as comunidades de Alfa,
Beta e Gammaproteobacterias diferiram em estrutura e que essas diferencas
estiveram mais fortemente correlacionadas ao ambiente (Latossolo Amarelo e Terra

Preta) do que ao cultivo.

A diferenca entre comunidades bacterianas pode estar relacionada com o
histérico do uso da terra, como observado por Grossman et al. (2010), assim como
pode estar relacionada aos atributos quimicos do solo como foi observado em
estudo de comunidades bacterianas realizado por Navarrete et al. (2010). Em
revisdes realizadas por Garbeva, van Veen e van Elsas (2004), o tipo de planta e 0
tipo de solo influenciam a comunidade microbiana do solo de uma forma complexa.
Os autores mencionam, ainda, que ambos os fatores sdo determinantes em moldar

a estrutura desses micro-organismos.

Os resultados do presente trabalho estdo conforme os resultados de
comunidades bacterianas em estudo realizado por Souza et al. (2013) no qual os
solos rizosféricos de feijdo caupi, solos ndo rizosféricos e solos rizosféricos
adjacentes diferiram em estruturas das comunidades bacterianas e essas diferencas
foram diretamente relacionadas aos atributos quimicos dos solos, pois estas
explicaram 74% e 7,2% da variabilidade total dos dados. Dentre os atributos
analisados no estudo, o P, Al e Fe foram os que mais relacionados com a
variabilidade dos dados. No presente trabalho os resultados mostraram que as
comunidades bacterianas (Alfa, Beta e Gammaproteobacterias) presentes nos
habitats dos solos diferiram em estrutura e que essas diferengas estiveram
relacionadas a alguns atributos do solo, especialmente aqueles associados a Al e Fe
e observado anteriormente nos resultados obtidos com base nos perfis DGGE. Estes
resultados evidenciam que as estruturas de comunidades microbianas podem ser
avaliadas por PCR-DGGE do gene 16S rRNA e podendo ser um indicador eficaz na
deteccdo de mudancas na estrutura de comunidades microbianas em funcdo de
alteracbes ambientais, causadas por praticas de manejo e/ou associagdo a
variabilidade de atributos quimicos mensurados nas areas, conforme sugeriu Clegg
(2006).
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6 CONCLUSAO

Com base no delineamento amostral e na técnica de fingerprinting (DGGE), e
estatisticas multivariadas, concluiu-se que as culturas de acai, pupunha e cupuacu
cultivadas em solos de Latossolo Amarelo e Terra Preta contemporanea Sao
capazes de influenciar diferencialmente as estruturas de comunidades de

Alfaproteobacterias.

Para esse estudo, o ambiente de Terra Preta contemporanea parece
favorecer a maior riqueza para 0s grupos de Betaproteobacterias, quando
comparado aos solos de Latossolo Amarelo. Fato contrério foi observado para o
grupo de Gammaproteobacterias levando a um indicativo de maior riqueza para 0s

solos de Latossolo Amarelo.

Fe, Al e porcentagem de saturagdo por aluminio (m) foram os principais
fatores abibticos que influenciaram na estrutura das comunidades bacterianas
estudadas.

A técnica de DGGE confirmou a sua aplicacdo na caracterizacdo da
dindmica de populacdes bacterianas em fungéo do uso da terra.

Em sintese, o “pomar caseiro”, quando observado a estrutura de
comunidades bacterianas do solo, avaliadas por técnicas moleculares e estatisticas
multivariadas, juntamente com os atributos quimicos dos solos, forneceram
informacdes para o manejo sustentavel dos ecossistemas amazo6nicos por meio de
sistemas agro-florestais na paisagem estudada da regido de Balbina, Amazénia

Central do Brasil.
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Anexo A — Andlise e caracterizagdo quimica dos solos. Atributos quimicos analisados: pH, matéria

organica (MO), P disponivel, N total, S, K*, Ca?*, Mg?* trocaveis, Al, soma de bases (SB), T, indice de

saturacgdo por bases (V), saturacao por aluminio.

RESULTADOS DE ANALISES QUIMICAS DE SOLO

Amostra pH M.O P S K Ca Mg Al H+Al SB T V. m
N°. Lab. Identif. CaCl, gdm® mgdm? mmolc dm %

19499 LA1 3,6 38 7 11 08 2 2 27 109 5,8 1148 5 82
19500 LA 2 3,5 36 7 * 09 2 2 5 135 49 1399 4 51
19501 LA 3 3,6 27 7 4 08 3 2 5 109 5,8 1148 5 15
19502 LA 4 3,4 33 8 5 08 2 1 2 150 3,8 1538 2 34
19503 LAS 3,6 35 9 4 09 4 2 3 135 6,9 1419 5 30
19504 LA 6 3,6 26 6 7 06 3 1 5 109 4,6 1136 4 52
19505 TP1 3,7 33 10 4 10 6 3 9 98 10,0 108,0 9 47
19506 TP2 4,0 47 15 4 10 17 7 7 88 25,0 113,0 22 22
19507 TP3 3,9 47 15 6 09 11 11 2 80 22,9 1029 22 8
19508 TP4 3,9 39 13 8 06 21 14 1 72 356 107,6 33 3
19509 TP5 3,8 35 15 5 06 13 11 1 80 24,6 104,6 24 4
19510 TP6 3,8 38 9 6 07 11 6 29 72 17,7 89,7 20 62
19511 LP1 3,7 40 9 5 05 3 1 32 098 4,5 102,5 4 88
19512 LP2 3,8 49 11 7 0,7 3 3 33 109 5,7 1147 85
19513 LP3 3,7 32 7 5 06 3 1 36 98 46 1026 4 89
19514 LP4 3,9 54 44 6 05 8 2 34 98 10,5 108,5 10 76
19515 LP5 3,7 60 7 3 04 5 2 27 121 74 1284 6 78
19516 LP6 3,7 30 6 4 06 2 1 25 98 36 101,6 4 87
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19517
19518

19519
19520

19521
19522
19523
19524
19525
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19527
19528
19529
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19531
19532
19533
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TA2
TA3
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3,7
3,7

3,7
3,6

3,4
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3,8
3,7
3,7
3,5
3,5
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3,8
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3,7
3,8
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19
16
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16
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98
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150
58
80
72
88
98
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98
98
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98
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18,6
6,6

3,7
3,7

7,6
40
31,3
22,9

25
9,3
10,1
8,8

57

57

139,6
115,6

101,7
1247

157,6
98
111,3
94,9
113,0
107,3
131,1
129,8
104
103,7
106
103,7
105

13

41
28
24

22,0
9,0

~N o1 o o0 oo N

33
55

64
75

84
11
28
45
39
76
75
70
73
76
70
72
73

S = Ca (H2P04)2 0,01 mol/L (10 ml TFSA/25 mL); ( * ) Elemento ndo analisado; ( - ) Resultado <0,01.
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Anexo B — A caracterizagdo quimica de micronutrientes dos solos (B, Cu, Fe, Mn e Zn).

RESULTADOS DAS ANALISES DE MICRONUTRIENTES

Amostra B Cu Fe Mn Zn
N°. Lab. Identif. mg dm-

19499 LAl * - 193 1,4 0,3
19500 LA 2 0,29 - 150 0,8 0,7
19501 LA 3 037 - 149 0,9 2,6
19502 LA 4 0,31 - 171 0,6 0,5
19503 LAS 0,36 4 170 0,8 0,2
19504 LA 6 0,24 - 101 0,5 0,2
19505 TP1 0,27 - 124 3,5 10,3
19506 TP2 0,21 0,1 193 6,2 2,0
19507 TP3 0,18 - 195 31 1,0
19508 TP4 0,19 - 188 7,0 1,0
19509 TP5 0,21 - 220 2,9 1,0
19510 TP6 0,17 - 202 3,9 1,1
19511 LP1 0,23 - 87 0,4 0,2
19512 LP2 0,19 - 43 0,9 0,3
19513 LP3 0,28 - 107 0,5 04
19514 LP4 0,22 - 50 0,6 0,1
19515 LP5 0,23 - 99 0,5 0,1
19516 LP6 0,23 - 99 04 0,1
19517 TC1 0,25 0,3 184 1,4 1,0
19518 TC2 0,26 - 129 0,8 0,2
19519 TC3 0,23 - 88 0,6 0,2
19520 TC4 0,33 - 135 0,9 0,3
19521 TC5 0,36 - 165 1,3 0,6
19522 LC1 0,14 0,5 344 3,0 2,0
19523 LC2 0,21 - 195 4,5 1,6
19524 LC3 0,25 0,2 163 25 0,6
19525 LC4 0,24 - 222 2,6 0,5
19526 LC5 0,25 0,5 166 11 0,5
19527 LC6 0,25 - 195 1,4 0,3
19528 TAl 0,36 - 101 1,0 0,4
19529 TA2 0,31 - 103 0,8 0,2
19530 TA3 0,29 - 109 0,7 -

19531 TA4 0,23 - 91 0,7 0,2
19532 TA5 0,23 - 59 0,8 0,2
19533 TA6 0,26 - 140 1,2 0,2

Método utilizado: Cu, Fe, Mn, Zn — DTPA — TEA; pH 7,3; B: BaCl2.2H20 0,125% micro-ondas (10 Ml

TFSA/20mL BaClz 0,125%); ( * ) Elemento ndo anaLisado; ( - ) Resultado <0,01.

N° Lab

Identificacao

N Total (pmm)
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ANEXO C - Concentracéo

amostras de solo.

1305
1306
1307
1308
1309
1310
1311
1312
1313
1314
1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339

LA1
LA 2
LA3
LA 4
LA5
LA 6
TP1
TP2
TP3
TP4
TP5
TP6
LP1
LP2
LP3
LP4
LP5
LP6
TC1
TC2
TC3
TC4
TC5
LC1
LC2
LC3
LC4
LC5
LC6
TAL
TA2
TA3
TA4
TAS
TA6

2352
2408
1876
2352
2010
1708
2100
2097
2106
2016
2044
2156
2159
2436
1792
2548
2100
1820
2324
2044
1652
1848
2072
2856
3528
2408
2744
2324
2184
2520
2016
1848
2408
1904
2156

de

nitrogénio

(N)

nas
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