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RESUMO

COMUNIDADE BACTERIANA NITRIFICANTE DO SOLO CULTIVADO COM
MILHO, FORRAGEIRAS E EM SISTEMA CONSORCIADO NO CERRADO

Sabe-se que microrganismos como fungos e bactérias participam de
processos chave para ciclagem de nutrientes, estabelecendo uma relacéo
fundamental no sistema solo-planta-atmosfera. A comunidade bacteriana do
solo é influenciada por varios fatores ambientais, destacando-se, por exemplo,
o tipo de cobertura vegetal e o manejo do solo. Tendo consciéncia da
importancia dos mesmos para a manutencéo da qualidade do solo e 0 aumento
de produtividade das culturas, o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia
dos diferentes sistemas de manejo do solo, consorciado e em monocultivo, na
comunidade de arqueas oxidantes de aménio utilizando técnicas moleculares
(PCR-DGGE). Os sistemas de manejo empregados foram: Milho (Zea mays)
em monocultivo; Milho consorciado com Panicum maximum cv. Aruana; Milho
consorciado Urochloa humidicola, pastagem Urochloa humidicola; pastagem
Panicum maximum cv. Aruana, com trés repeticbes cada, e uma area de
referéncia do Cerrado (com duas repeticbes) nativo localizado proximo ao
experimento. Observou-se que a Uruchloa humidicola influenciou a
comunidade de arqueas do solo tanto em monocultivo, quanto sob consércio
com o milho, e a area sob milho em monocultivo pode ter modificado essa
comunidade em funcdo da aplicacdo de fertilizantes quimicos. As area sob
consorcio de milho com Panicum maximum cv. Aruana, apenas com Panicum
maximum cv. Aruana e as areas de Cerrado apresentaram baixa similaridade,
o que dificultou relacionar a estrutura da comunidade de arqueas oxidantes de
amonio com 0 manejo empregado na area.

Palavras-chave: Integracdo lavoura-pecuéria, Bactérias nitrificantes, Cultivos

consorciados, Arqueas, Técnicas moleculares.



ABSTRACT

BACTERIAL NITRIFICANT SOIL COMMUNITY CULTIVATED WITH CORN,
FORAGE AND CONSORTIATED SYSTEM IN CERRADO

We know microorganisms, for example fungi and bacteria has the
participation in main process for cycling about nutrients, establishing a crucial
relation in the soil-plant-atmosphere system. The soil bacterial comunity is
influenced by several environment factors, for example, kind of crops coverage
and the soil management. Knowing the importance of those factors about
maintenance of soil quality as well as the increase of agricultural productivity,
the subject this work was to evaluate the influence of different soils
management systems, intercropping and monocropping, in communities of
ammonia oxidizing archaea, using molecular techniques like PCR-DGGE. The
management systems applied were: maize monocropping, maize intercropping
with P. maximum cv. Aruana; maize intercropping with U. humidicola,
U.humidicola pasture and P.maximum cv. Aruana pasture, using three
replications each one, and one area of native Cerrado (using two r replications),
localized next to the experiment. It was observed that U.humidicola has
influenced the ammonia oxidizing archaea comunity of soil in monocropping as
well as in intercropping with maize, and the monocropped maize area could
modify that community in accordance of application chemical fertilizers. The
areas under maize intercropping with Panicum maximum cv. Aruana, the
pasture aerea with Panicum maximum cv. Aruana and Cerrado areas presented
low similarity, which made it difficult to relate the structure of the ammonia
oxidizing archaea community to the management used in the area.

Keywords: Crop-livestock integration, Nitrifying bacteria, Intercropping, Archeas,

Molecular techniques.
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1 INTRODUCAO

Praticas agricolas como o plantio direto (SPD), rotacdo e consorciacdo de
culturas vem sendo amplamente adotadas por grandes e pequenos produtores, em

razdo de seus beneficios econémicos e operacionais (PECHE FILHO., 2007).

Entretanto, tais praticas ndo se limitam apenas a esses beneficios, pois a
adocdo da cobertura vegetal continuamente sobre o solo promove inumeros

beneficios principalmente no que se refere a microbiologia do solo.

Tais praticas melhoram a estruturacdo, agregacao, aeracao, drenagem, entre
outros atributos do solo (ALVARENGA et al., 2006), interferindo, assim, na interagcéo
entre 0s microrganismos e as espécies vegetais, resultando em uma maior taxa de
mineralizacdo de compostos organicos, e consequentemente 0 aumento da

disponibilizacdo de nutrientes para as plantas.

Do ponto de vista mineral, um dos nutrientes exigidos em maiores quantidades
pelas plantas, é o nitrogénio. Espécies como o milho, por exemplo, demandam
elevadas quantidades desse nutriente (MAO et al., 2011). A limitacdo deste para
planta reduz o seu desenvolvimento, e consequentemente resulta em queda de

produtividade, culminando em prejuizos econémicos (FARINELLI; LEMOS., 2012).

Desse modo, a compreensao da dinamica desse nutriente no solo € de elevada
importancia, uma vez, que podera fornecer ferramentas para diminuir prejuizos
econdmicos relacionados a processos como a lixiviagdo de nitrogénio (que além de
perdas provoca a poluicdo de aguas subterraneas), a volatilizacdo de amobnia
(ALVES., 2000), além de perdas por desnitrificacdo, que produzem gases poluentes
para 0 meio ambiente, como os gases do efeito estufa (N.O, NO) (PROSSER.,
2016).

A nitrificacdo é uma das etapas que constitui o ciclo do nitrogénio, e €
considerada uma das mais importantes do ciclo. E realizada por dois grupos de
bactérias, sendo respectivamente, as Bactérias Oxidantes de Amobnio AOB-
(Ammonia Oxidizing Bactéria), e Arqueas Oxidantes de Aménio AOA-(Ammonia
Oxidizing Achaea), responsaveis pela conversdo de amoénio a nitrito, e a partir da
sintese do nitrito ocorre a conversdo do mesmo a nitrato pelas Bactérias oxidantes
de nitrito NOB- (Nitrite Oxidizing Bacteria).
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As arqueas sao microrganismos com uma morfologia e fisiologia diferenciada
dos demais microrganismos. Elas sdo consideradas organismos ubiquos, pois se
encontram em diversos habitats, além de apresentar uma resisténcia a condi¢cdes
extremas de temperatura, pH e salinidade, por exemplo. Apenas recentemente
descobriam-se sua atividade nitrificante no solo, levando a uma maior necessidade

de estudo a respeito desse grupo (OCHOA et al., 2015).

Sabe-se que determinadas condicfes interferem na atividade e na organizacao
das AOA e AOB no solo. Dentre esses fatores, destacam-se: o pH, a concentracéo
de NH,4', manejo, espécie vegetal, temperatura, entre outros (NUGROHO et al.,
2006; TOURNA et al., 2008; TAYLOR et al., 2012; MCLEOD et al., 2016)..

Para a compreensdo e o estudo desses microrganismos sao nhecessarias
ferramentas para sua analise, visto que, nem todo material genético para estudo dos
microrganismos presentes no solo sdo obtidos através de meio de cultura. Nesse
sentido as técnicas independentes de cultivo, ou técnicas moleculares, surgiram
para facilitar e auxiliar no estudo dessas diferentes espécies de microrganismos do
solo (TORSVIK., 1998).

Técnicas como a de PCR-DGGE, permitem estimar a diversidade e a estrutura
da comunidade de microrganismos do solo, permitindo a comparacéo de diferentes
areas (SAIKI et al.,, 1988; FISHER & LERMAN., 1983), e diferentes manejos,
apresentando através de uma fotografia uma ideia do comportamento e da
organizacdo desses organismos, em funcdo das transicbes de manejo, e da

composicao dos diferentes ecossistemas.

Dessa forma o objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia dos diferentes
sistemas de manejo do solo, consorciado e em monocultivo, na comunidade de

arqueas oxidantes de amonio utilizando técnicas moleculares (PCR-DGGE).
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HIPOTESE

A diversidade e a estrutura da comunidade de arqueas oxidantes de aménio é
estimulada pela consorciagdo do milho com gramineas forrageiras, em comparagao

a areas em monocultivo de milho.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a influéncia dos diferentes sistemas de manejo do solo,
consorciado e em monocultivo, na comunidade de arqueas oxidantes de

amonio utilizando técnicas moleculares (PCR-DGGE).

2.2 Objetivos especificos

e Comparar a estrutura da comunidade de arqueas oxidantes de amoénio nas
areas consorciadas de milho com gramineas forrageiras, com milho em

monocultivo, utilizando a técnica PCR-DGGE.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Comunidade microbiana do solo

O solo € um ambiente extremamente rico, onde reside uma infinidade de
organismos distintos que Ss&8o responsaveis por complexos processos para a
regulacdo e geracdo de vida no planeta. Dentre eles destacam-se a fixac&o biologica
de nitrogénio, nitrificacdo e desnitrificacao.

Gracas a acdo dos microrganismos do solo, € possivel a ciclagem de macro
elementos como carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre, estes por sua vez séo
liberados na solucdo do solo através da mineralizacdo de compostos organicos.
Entretanto, existem outras formas de liberacdo de macro e micronutrientes no solo,
por exemplo, através da lise de células microbianas, que posteriormente sofrem uma
sequencia de processos metabodlicos. Essas atividades metabdlicas envolvem
processos de oxi-reducdo, acdo de enzimas intra e extracelulares e interacfes

especificas e inespecificas entre 0s microrganismos.

Segundo Cardoso (1992) a medida que um substrato é degradado, ocorrem
modificacdes das condi¢cdes do meio, induzido pelo metabolismo dos organismos
colonizadores. Essas modificacbes podem favorecer o surgimento de outros grupos
de organismos em funcdo da producdo de outras substancias sintetizadas pelos

mesmos, caracterizando uma sucessao de processos metabdlicos da cadeia.

Dentre os microrganismos que residem o solo, destacam-se os fungos e as
bactérias. Estes apresentam funcdes fundamentais na ciclagem e dindmica de
alguns macroelementos, como exemplo, os fungos micorrizicos e as bactérias
fixadoras de nitrogénio, que atuam na mobilidade do fosforo e na ciclagem do

nitrogénio, respectivamente.

Os fungos micorrizicos, vivem em associacdo com o sistema radicular das
plantas superiores, estabelecendo uma relacdo simbidtica mutualistica. Eles
auxiliam na absorcdo de nutrientes (P e Mn), melhoram os atributos fisicos
(estruturacdo de agregados) do solo e também no uso da agua (VALADARES;
MESCOLOTTI; CARDOSO, 2016), além de proteger as plantas de patégenos e da
presenca de metais pesados (NOGUEIRA; CARDOSO, 2003).
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As bactérias diazotroficas sdo os Unicos organismos capazes de incorporar o
nitrogénio atmosférico a matéria viva, via fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN), e
assim como os fungos micorrizicos estabelecem simbiose mutualistica, nesse caso,
com as raizes de espécies leguminosas, especialmente (MARIN et al., 1999) . Estes
possuem a enzima nitrogenase, capaz de romper a tripla ligacdo ente as duas
moléculas de nitrogénio, posteriormente reduzindo-as a NHs (forma assimilavel de
nitrogénio) pelas plantas (SIQUEIRA et al, 1994)

Os seres vivos sao distribuidos em trés grandes dominios: Eucarya, Archea e
Bacteria (Figura 1). As arqueas sdo organismos procarioticos, do dominio Archaea,
encontrados em uma ampla diversidade de habitats. S&o considerados
microrganismos estremafilos, adaptados a condi¢cdes extremas ha maioria dos solos,
como exemplo, altas temperaturas, elevada acidez, pela salinidade e/ou condi¢cdes
anaerobicas (PAUL, 2007).

Bacteria Archaea Eucarya
Green
Filamentous Slime
Spiroghetes bagteria Entamoepae Mglds Apimals
G l Methanosargina Fungi
] <:2"nive Methanobacteriu. Halgphiles Plants
Protecbacterid P P Metfiarotbiii
Cyanobacte T coler —
Planctomyce Thermoproteus
Pyrodictict Flagellates

Bacteroide .
Cytophaga Trichomonads
Thermotoga Microsporidia
Aquifex Diplomonads

Figura 1 — Arvore filogenética da vida, baseada na configuracdo do rRNA,
mostrando a separacdo dos grandes grupos biologicos: Bacteria; Archaea e

Eukaryotes. Fonte: Wheelis et al (1992)

Em virtude de suas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas diferenciadas,
vem sendo amplamente abordada em pesquisas cientificas. Seus beneficios
compreendem desde processos biotecnologicos para a industria farmacéutica
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(produtos terapéuticos, probidticos, antibidticos), até enzimas e polimeros para
aplicacédo industrial e/ou tecnoldgica, na biorremediacéo e biolixiviagdo de poulentes,
recuperacdo de minérios, entre outros (CARDOSO et al.,, 2003). Além Disso,
apresentam grande importancia agrondémica, no estudo de grupos e espécies
atuantes na ciclagem de nutrientes, como 0 nitrogénio, por exemplo, que sera

abordado mais adiante.

Alguns destes microrganismos possuem formas especificas de consumo de
alimento/energia (fotolitotrofismo quimioautrofismo, fotolitrofismo, fotoaqualitrofismo,
quimiolitrofismo, quimiorganolitrofismo). Segundo Siqueira (1994) as bactérias
formam o grupo de microrganismos em maior concentracdo e diversidade fisiol6gica
no solo, sendo esta uma das caracteristicas que justificam sua maior versatilidade e
adaptabilidade. Elas podem ser encontradas em diferentes nichos ecoldgicos,
desempenhando diferentes fungbes (CARDOSO, 1992), como exemplo tem-se as
bactérias amonificadoras, nitrificadoras, nitrato-redutoras, denitrificantes, sulfo-

redutoras, diazotréficas, amiloliticas, celuloliticas, entre outras.

O estudo da diversidade de microrganismos € de suma importancia, afinal, os
microrganismos sao importantes bioindicadores do solo, podendo levar a um

diagnostico prévio da saude e qualidade do mesmo (MENDES et al ., 2015).

Em funcdo dos avancos tecnoldgicos, no Brasil, a partir das décadas de 70 e
80, teve-se o inicio da abertura de novas fronteiras agricolas, principalmente no
Centro-oeste brasileiro (ZILLI et al., 2003), levando a um uso mais intensificado dos
solos e dos recursos naturais. Em virtude disso, surgiu a necessidade da busca por
formas praticas e periddicas para o diagnostico dos solos agricultaveis visando a
manutencao de vida dos microrganismos e a conservacao do solo de maneira geral,

através de praticas agricolas sustentaveis.

Dentre as diversas formas de avaliar a influéncia de préaticas de manejo do solo
sobre a comunidade microbiana, os estudos de grupos de microrganismos
especificos, com o auxilio de técnicas moleculares vém se destacando nos ultimos
anos (ANDREOTE, 2014). Essas informacdes auxiliam na escolha de praticas de
manejo que garantam a produtividade das culturas e a funcionalidade da microbiota
do solo.
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3.2 Processos mediados por bactérias relacionados com o ciclo do nitrogénio

O nitrogénio é o macronutriente mais exigido pelas plantas e, por conseguinte,
limitante no crescimento destas (FARINELLI & LEMOS., 2012).

O nitrogénio encontra-se presente no solo nas formas organicas e inorganicas.
Na forma orgénica estd presente nos restos vegetais e animais depositados na
superficie ou perfil do solo (serapilheira, biomassa, humus, matéria organica, etc.),
na forma inorganica através do nitrogénio gasoso N, contido na atmosfera, 6xido
nitroso (N.O), amonia (NH3) ou na forma de fons (NOs;, NO,, e NH;", etc)

presentes no solo.

Esse nutriente pode ser incorporado ao solo de diferentes maneiras, dentre
elas, naturalmente, via descargas elétricas, onde ocorre a conversdo do nitrogénio
atmosférico a 6xidos (RAIJ, 2011).

Outra forma de incorporacdo de N ao solo ocorre por meio de fertilizantes
minerais, sintetizados industrialmente através de dois processos: Haber-Bosch
(ambnia), e Bosch-Meiser (ureia) (FREITAS et al .,2016), Além da incorporacao por

fertilizantes orgéanicos (excrementos animais) sob a forma de uréia (KIEHL, 1985).

No entanto, posteriormente a sua incorporacdo no solo, o nitrogénio é ainda
submetido a uma série de etapas que compdem o ciclo do nitrogénio, realizadas por

diferentes grupos de bactérias e fungos (GOMES et al., 2000).

As bactérias participam ativamente do ciclo do nitrogénio (Figura 1), exercendo
um importante papel na decomposicdo de matéria organica (BRANDAO, 1992)
atuando na transformacdo do N organico em N mineral (inorganico), processo
também denominado de amonificagdo. Adicionalmente, as bactérias sdo o Unico
grupo de microrganismos do solo que realizam o processo de fixacdo bioldgica do
nitrogénio, a principal entrada de nitrogénio no solo em ecossistemas naturais
(VARGAS & HUNGRIA, 1997).
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Figura 2 — Resumo do ciclo do nitrogénio. Fonte: Dias (2016).

As bactérias do solo também participam de transformacdes inorganicas que
ocorrem no ciclo do nitrogénio. A nitrificagdo é a conversdo de aménio (NH;") a
nitrato (NOj’), € predominantemente realizada por bactérias do solo com o
metabolismo quimiolitotrofico (MADIGAN et al, 2004). Entretanto, alguns
pesquisadores ja relataram a existéncia de alguns fungos em areas de floresta de
clima temperado capazes de realizar a nitrificacdo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Outro processo mediado pelas bactérias do solo é a desnitrificacdo, definido
como a conversao de nitrato (NO3) a formas gasosas de nitrogénio, como o 6xido
nitroso (N,O) e o nitrogénio atmosférico (N,) (ALVES, 2000). E realizado
principalmente por bactérias anaerobias facultativas, a desnitrificagcdo também pode
ocorrer durante a primeira etapa da nitrificagdo, em um processo denominado de
nitrificacao desnitrificante (DIAS, 2016).
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3.2.1 Amonificacao

A mineralizacdo da matéria organica do solo para compostos nitrogenados
pode ser também compreendida como o processo de amonifica¢do, que consiste na
absorcdo destes compostos nitrogenados (proteinas, aminoacidos, peptideos, entre

outros.) (MORO et al., 2015), por bactérias denominadas de amonificantes.

Internamente a membrana celular os compostos sofrem um processo de
desaminacao, resultando na sintese de amonio (NH,") e aménia (NH3) (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006), sendo que a predominancia de um sobre o outro dependerd da
faixa de pH do meio. Em faixas de pH mais acido, predomina a sintese de amdnio
(PELISSARI, 2017) , entretanto a amonificacdo ocorre em condi¢cfes variaveis de
temperatura, pH e disponibilidade de oxigénio podendo ser realizado por uma

grande diversidade de microrganismos (DIAS, 2016).

O amébnio, resultante do processo de amonificacdo, é o substrato para o
processo de nitrificacdo, que se inicia pela atividade de um grupo especifico de
bactérias (do dominio Bacteria e Archeae), denominadas de oxidantes de amoénio
(OCHOA et al., 2015).

Uma vez liberado no solo pela atividade dos microrganismos amonificadores, o
amonio pode ter diversos destinos, além se ser utilizado como substrato pelos
microrganismos oxidantes de amoénio. O amdnio pode ficar retido no complexo de
troca da fracdo coloidal do solo, pode ser absorvido pelas plantas ou por outros
microrganismos do solo e (VICTORIA et al, 1992) em condicdes ambientais
especificas, pode ser lixiviado pela agua que percola o perfil do solo (TRIVELIN et
al., 2002)

3.2.2 Nitrificacao

A nitrificacdo ocorre em duas etapas e ambas em ambiente aerobio,
denominadas Nitritagdo e Nitratagdo, respectivamente. Na nitritagdo ocorre a
oxidagdo de amonio (NH,4") a nitrito (NO,) mediados pelas bactérias do dominio
Bacteria e Archeae, denominadas bactérias e arqueas oxidantes de aménio (AOB,
do inglés: ammonia oxidizing bacteria; AOA, do inglés: ammonia oxidizing achaea)
(JARPA et al., 2007; DIAS, 2016; SCHAUSS et al., 2008 ).
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A oxidacdo do aménio (NH4") a nitrito (NO,) (Eg. 1) é catalisada pela enzima
amonia monoxigenase (amoA), ligada & membrana citoplasmética das bactérias, e
capaz de oxidar uma variedade de outros compostos de baixo peso molecular como

fenol, metanol, metano e compostos halogenados alifaticos (PAUL, 2007).

amoénia monoxigenase

NH,* +2H* + 0, + 2e" NH,0H + H,0 (Eq. 1)

A hidroxilamina (NH,OH) formada pela acdo da enzima amoénia monoxigenase
€ posteriormente oxidada a nitrito (NO;) (Eg. 2), catalisada pela enzima
hidroxilamina oxidoredutase (Eq. 2) (PAUL, 2007).

hidroxilamina oxidoredutase

NH,0H + H,0 NO; + 4e~ +5H* (Eq. 2)

Nesta etapa da nitrificacdo, quando realizada por bactérias quimiolitotréficas,
pode ocorrer a formacdo de compostos intermediarios entre a hidroxilamina e o
nitrito (NO,), como o Oxido nitrico (NO) e o 6xido nitroso (N2O), ocasionando o
processo denominado de nitrificacdo desnitrificante (HINK & NICOL; PROSSER.,
2016) . Alguns autores relataram que a nitrificacdo desnitrificante é favorecida em
solos fertilizados em excesso com nitrogénio mineral, com elevada matéria organica,
associados a condicao de baixa oxigenacdo (WRAGE et al., 2001). Esse processo €
importante, pois pode contribuir para as perdas de nitrogénio do solo para a

atmosfera.

Uma vez formado o nitrito (NO>), a etapa que se segue € a nitratacéo, onde 0s
ions de Nitrito (NO2) séo oxidados a nitrato (NO3) mediados por bactérias oxidantes
de nitrato (NOB, do inglés: nitrite oxidizing bacteria), sendo o nitrato uma das
principais formas minerais assimilaveis pelas plantas e a forma mais médvel de
nitrogénio inorganico no solo (RAIJ, 2011; OCHOA et al., 2015).

A nitrificac@o ocorre principalmente nas camadas mais superficiais dos solos, ja
gue as bactérias e arqueas oxidantes de aménio (AOB, do inglés: ammonia oxidizing
bactéria; AOA, do inglés: ammonia oxidizing achaea) necessitam de oxigénio para
sua respiracdo, consequentemente ha uma limitacdo do processo em solos ricos em

argila e com maior grau de compactacéao (DIAS, 2016).
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As AOB podem ser encontradas em baixas quantidades em ambientes naturais
em funcdo de seu crescimento ser mais lento (WARD., 1986 ), entretanto elas
também podem ser encontradas em ambientes marinhos e em sistemas agricolas
(STEPHEN et al., 1996; PURKHOLD et al., 2000; JIA; CONRAD., 2009).

Por outro lado, as AOA sdo consideradas organismos ubiquos, podendo ser
localizados em diferentes esferas do planeta encontrando-as em oceanos,
sedimentos marinhos, rochas e ecossistemas terrestres (naturais e artificiais)
(OCHOA et al., 2015),

Este carater ubiquo explica sua diversidade genética, uma vez que essas
apresentam tolerancia a ambientes salinos, hipertermofilos, com baixos niveis de
pH, ambientes com altas concentracdes de metais pesados e de baixa concentracao
de O, (SAYER, 2012).

Mesmo apresentando certa adaptabilidade a diferentes condi¢des externas, 0s
grupos de AOB e AOA apresentam certa tolerédncia em relacdo ao pH, temperatura,
concentracdo de seu substrato (NH4") nos solos e também s&o influenciadas pela
presenca das plantas (NUGROHO et al., 2006; TOURNA et al., 2008; TAYLOR et
al., 2012; MCLEOD et al., 2016).

Alguns estudos indicam que essas bactérias em solos agricolas apresentam
sensibilidade a baixo pH, sendo quase nula suas atividades em faixas de pH
inferiores a 6,0 (NUGROHO et al., 2007). Valores 6timos ao desenvolvimento desse
grupo variam entre 6,6-8,0 (DIAS, 2016).

Outra caracteristica que influencia a presenca e atividade desse grupo esta
relacionada a disponibilidade de N no solo. Alguns estudos indicam que a medida
que a concentragdo de amonia diminui no solo, ocorre um acréscimo na oxidagcédo da
amonia pelas AOA (PROSSER & NICOL, 2012), sendo este grupo considerado
sensivel a altas concentracdes de amonia no ambiente. Ja para as AOB, a maior
disponibilidade de nitrogénio inorganico no ambiente € condicdo favoravel para seu
crescimento e atividade, fato que as tornam mais competitivas a medida que eleva-
se a concentracdo de amonia (ZHANG et al., 2010; XIA et al., 2011).
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Entretanto, o excesso de amonia proveniente da fertilizacdo em areas agricolas
ocasiona a acidificacdo do solo, aumentando a producdo de Oxido nitroso que é
gerado durante a desnitrificacdo e, em especial na chamada nitrificacao

desnitrificante favorecida por essas condicbes ambientais (STEVENSON, 1986).

A cobertura vegetal e o sistema de manejo tambem interferem significamente
na atividade desse grupo. Segundo Mcleod et al (2016) espécies invasoras exoticas
de gramineas, aumentaram significamente a disponibilidade de nitrogénio e a
atividade das AOA e AOB no solo, todavia, a magnitude desse aumento varia de
acordo com a espécie de planta.

Em uma pesquisa avaliando a influéncia das caracteristicas da vegetacéo
sobre a comunidade de AOA e AOB do solo, verificou-se que as plantas com alta
demanda por nitrogénio e de crescimento rapido favorecem a abundancia de AOA,
independente da condicdo de acidez do solo (THION et al., 2016). Naturamente
mais abundantes nos solos, AOB foram pouco sensiveis a mudanca da condicao de
acidez do solo, bem como pouco afetadas pela caracteristica da espécie vegetal,

conforme observado pelos mesmos autores.

O efeito da irrigacdo de pastagem com efluente de esgoto tratado sobre a
estrutura da comunidade de bactérias oxidantes de amoénio foi avaliado por Paula
(2008). Neste trabalho foi verificado que a irrigacdo excessiva com efluente alterou
a estrutura da comunidade de AOB, evidenciado pelo padrdao de UTQO’s diferenciado,
obtido para a parcela que recebeu a dose de efluente recomendada para a
pastagem. Esse resultado foi relacionado com a presenca de nitrogénio soltvel no

efluente e com o pH (em torno de 7,0).

Buscar compreender a influéncia desses fatores é de grande interesse para a
pratica agricola, de forma a aprimorar praticas de manejo que maximizem a
eficiéncia de uso do nitrogénio pelas plantas, garantindo a manutencdo dos

processos naturais que ocorrem no solo, como a nitrificag&o.
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3.2.3 Desnitrificacao

Na desnitrificacdo ocorre a reducdo de nitrato (NOs’) que, em condicbes
anaerdbias ou de pouca disponibilidade de O,, ser& utilizado como aceptor final de
elétrons (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Esse processo € realizado por
microrganismos heterotroficos facultativos, podendo ser estes: fungos, bactérias e
algas. Os principais microrganismos atuantes na nitrificagdo s@o as bactérias
associadas ao filo Proteobactérias (SCHMIDELL et al., 2007).

O resultante do processo € a sintese de formas gasosas de N representadas
em quatro etapas redutivas sob a acdo de diferentes enzimas. Essas fases podem

ser observadas na sequéncia (MAO et al., 2011):
2NOg ———— > 2NOy ———— > 2NO —— 5 NbJO ——> N

Como observado na equacao, na desnitrificacdo surgiram as seguintes formas
gasosas NO, N,O fechando o ciclo com o retorno do N, para atmosfera. Porem, é
importante frisar que os gases N,O e NO também podem ser produzidos durante a
nitrificacdo, de acordo com as condi¢cdes presentes no meio (SUBBARAO et al.,
2015)

A compreensdo dessa etapa que configura o fechamento do ciclo do N é
fundamental, pois esse processo pode provocar perdas de N nos sistemas agricolas
além de contribuir com o aquecimento global. Estudos sugerem que N,O possui um
potencial de aquecimento global 300 vezes superior ao CO, (HAHN & CRUTZEN,
1982; KROEZE., 1994; HUNGATE et al, 2003), resultando em prejuizos

econdmicos e ambientais

3.2.4 Perdas de N no solo

O nitrogénio é um nutriente bastante dindmico no solo, sendo assim muito
susceptivel a perdas, logo que mudancas ambientais provocam a mudanca em sua

forma no sistema solo-planta-atmosfera.

Perdas de N séo indesejaveis as culturas, pois além de prejuizos nutricionais e

econdbmicos, 0 mesmo pode ocasionar sérios danos ambientais. Esse elemento
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pode ser perdido pelo solo de diferentes formas, sendo que as principais formas

ocorrem por meio da eroséo, volatilizagao, lixiviagdo e desnitrificagéo.

Na volatilizagdo ocorre a hidrolise da ureia, levando ao aumento do pH do solo
ocasionando a volatilizagdo do NHj3 (ALVES et al, 2000). Alguns fatores sé&o
preponderantes nesse processo, sendo estes, o teor de umidade, pH, cobertura
vegetal (SPD), fonte de N aplicada e o tipo de manejo utilizado (BAYER &
FONTOURA., 2004 apud MOTA et al., 2015).

O nitrato € uma das principais formas de absorcado de N pelas plantas, sendo
este um ion bastante mével no perfil do solo, portanto, uma vez que este se
encontra aquém da zona radicular da planta pode ser facilmente lixiviado em

condicBes de chuvas frequentes e abundantes ou sistemas de irrigacao irregulares.

Segundo Pinto (2015, p. 123) citado por Pinto et al. (2017):

Os solos arenosos do Cerrado, cultivados sob irrigacao e fertirrigacéo
constantes, as perdas de N ocorrem principalmente por lixiviagao,
podendo atingir a taxa média de 128 kg ha-" ano-' para uma dose de
600 kg ha-"ano-'de N.

No entanto, a lixiviacdo associada a erosdo do solo pode ser considerada a
principal forma de perda de N no solo, e ocorre basicamente pela presenca de agua
em excesso no solo ou por acdo do vento, provocando o transporte de nutrientes
principalmente nas camadas mais superficiais do solo. De acordo com Alves et al
(2000) cerca de 5 x 10*? kg de solo sdo perdidos anualmente através da eroséo, dos

quais 80% séo perdidos por efeito da agua e o restante através da eroséao edlica.

Como ja foi explicitado anteriormente no ciclo do nitrogénio, o nitrato
proveniente da nitrificacdo pode seguir trés “caminhos” diferentes no solo: 1) ser

absorvido pela planta; 2) ser lixiviado ou 3) sofrer desnitrificacao.

A desnitrificagdo vird a ocorrer, caso 0 solo encontre-se em anoxia, ou em
baixo suprimento de O, seguindo a rota inversa da nitrificacdo. Nesse processo
ocorre a producéo e emissao de oxido nitroso (N».O) um dos gases do efeito estufa.

Em ecossistemas agricolas e naturais essa emissdo corresponde entre 56 a
70% do total de N,O global emitido anualmente (DAVIDSON et al., 2009; SYAKILA
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& KROEZE, 2011), sendo mais de 40% desse montante provenientes da adubacé&o
nitrogenada (PRATHER et al., 2012).

De acordo com estudos realizados por Pinto et al. (2017), A perdas por

desnitrificagéo variam entre 2% e 25% em sistemas com solos bem drenados.

A compreenséo da dindmica do N no solo auxilia na decisédo de quais culturas
devem ser utilizadas na rotacdo e consorcio de culturas, além do momento e
guantidades adequadas aplicadas via fertilizante para as culturas (NETO et al.,
2010).

3.3 Técnicas moleculares aplicadas a analise de diversidade e estrutura das

comunidades microbianas

Moreira & Campos (2013) afirmam que, técnicas moleculares sdo fundamentais
na classificacdo microbiana e em estudos de diversidade, uma vez que séo capazes

de detectar microrganismos cultivaveis e néo cultivaveis.

S&o inumeras as técnicas, com diferentes abordagens e finalidades em relacéo
ao estudo de diversidade, porem, para tanto é necessario material genético (RNA ou
DNA) para proceder a analise da estrutura da comunidade e da diversidade.

O DNA metagendmico, pode ser entendido como o conjunto de todas as
formas de vida presentes em determinado ambiente (no caso, o solo), adquirido
independentemente de técnicas de cultivo (TORSVIK et al.,, 1998). Técnicas
idependente de cultivo permite-nos reconhecer genes responsaveis por codificar
enzimas, envolvidas, por exemplo, nas transformacdes de nitrogénio (LEININGER et
al., 2006)

Esse “DNA” corresponde a microbiota representada pelo conjunto de
microrganismos que estéo interligados a fragdo mineral do solo por meio de micro e
macroagregados nas fragdes coloidais, ou seja, quanto maior a diversidade de um
determinado solo, maior sera as sequéncias de DNA’s encontrado nestes
(WECHTER et al., 2003 apud MESQUITA, 2011).
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3.3.1 Extracao de DNA do solo

A extracdo de DNA do solo resume-se a ruptura da parede e/ou membrana
celular da comunidade de microrganismos presente na amostra de solo, fornecendo
dessa forma, o DNA contendo cromossomos dos microrganismos (MESQUITA,
2011). Na extracdo de DNA do solo, com auxilio de um kit comercial, segue-se um
protocolo fornecido pelo fabricante. O processo Inicia-se com o0 enfraquecimento da
parede/ membrana celular provocado pelos diferentes reagentes quimicos, e em
seguida ocorre 0 rompimento destas, realizado através de atrito molecular e entre
cristais inseridos juntamente a amostra de solo, que € realizado em trés etapas:
precipitacéo, filtragem e limpeza (eluicdo do DNA) (Figura 3) que costumam ser
repetidas por algumas vezes até a obtencdo do DNA purificado (TORSVIK, 1980).

Solo
:
Filtragem
Agitar l
Limpeza
Agitar l

=
m Precipitagdo

Agitar l

Figura 3 — Esquema das etapas envolvidas na extracdo do DNA. Fonte:

(http://neobio.com.br, acess0:05/11/2017)
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Com a obtencdo do DNA purificado é possivel realizar a analise de
comunidades, e estrutura de comunidades microbianas através de técnicas
moleculares como: PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), PCR em tempo real,
ARFL (Polimorfismo de tamanho do fragmento amplificado), DGGE (Eletroforese em
Gel de Gradiente Desnaturante) TGGE (Eletroforese em Gel de Gradiente de
Temperatura), Extracdo e purificagdo de DNA, entre outras iniUmeras técnicas. A
seguir, algumas dessas serdo apresentadas e brevemente detalhadas.

3.3.2 PCR (Reacao em cadeia da polimerase)

A PCR pode amplificar de forma seletiva uma unica copia de uma “sequéncia
alvo” especifica, in vitro (SAIKI et al., 1988), presente em uma mistura complexa de
outras moléculas de DNA (REIS JUNIOR et al., 2002), mediante a execucao de
algumas etapas em um aparelho denominado termociclador. Para que a reacéo
ocorra, faz-se uso de uma solucdo de trabalho, onde é adicionado o DNA da
amostra de interesse e reagentes para amplificacdo dessas regides especificas. As

etapas da reacdo sao descritas a seguir:

1) Desnaturacédo (94-95 °C) promove o rompimento das pontes de hidrogénio
que ligam as fitas de DNA. ApGs a separacao das fitas, ocorre uma consideravel
gueda da temperatura para aproximadamente 60°C para viabilizar execucdo da

etapa seguinte.

2) Anelamento (55-62°C) os pares de iniciadores/primers (oligonucleotideos

curtos) sdo anelados a regides especificas de ambas as fitas de DNA em direcdes
opostas (3'—5' e 5’---3’) direcionando a DNA polimerase a sintese de novas fitas,
detalhado na proxima etapa;

3) Extensdo (sintese) (72°C) é catalisada através de uma enzima

termoresistente, a Taq DNA polimerase. Essa enzima foi purificada de um
microrganismo termdfilo (Thermus aquaticus) (OLIVEIRA et al.,, 2016), que
possibilitou a ampliagcdo do uso dessa técnica, visto que a temperatura era um fator
limitante a sua execucdo. Outros reagentes Sd0 necessarios nessa etapa, sendo
estes os dNTP’s, que funcionam com substratos para a enzima Taq DNA

polimerase. O Tampéao funciona como regulador do ambiente da reacédo, de forma
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adequar o pH do meio, ja os primes possuem a funcdo de se anelar as sequencias-

alvo das regides de interesse, e o céation MgCl,.

Essas etapas sdo repetidas por varios ciclos, geralmente variam de 25 a 38
ciclos, dando origem a milhares de copias do fragmento de interesse do DNA da
amostra ao final do processo. O produto da PCR posteriormente pode ser utilizado
para dar sequéncia a outros estudos por meio de outras técnicas nas quais podera
ser analisada a estrutura da comunidade microbiana, estudos a respeito da filogenia

por meio de sequenciamento, dentre outros.

Mix | » Termociclador - DNA circular

rmer Jrim

| | B i
M-8 -888. 28

or

Anelamento

Sintese

Figura 4 — Etapas da PCR (Reacdo em cadeia da polimerase); Fonte: Moreira &
Campos (2013).

3.3.3 DGGE

Técnica descrita por Fisher & Lerman (1983), é utilizada para andlises de
diversidade genética e estrutura de comunidades microbianas. O principio basico
dessa técnica implica na desnaturacdo das moléculas de DNA ao longo de um gel
em gradiente desnaturante composto por poliacrilamida.
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A desnaturacdo ocorre por meio dos reagentes quimicos uréia e formamida,
que realizam a separacdo das bases nucleotidicas do DNA através do rompimento
das pontes de hidrogénio. Nessa técnica, o principio de separacdo das diferentes
moléculas de DNA ocorre em funcdo do numero e das sequéncias de bases dos

nucleotideos, e ndo em func¢do do tamanho dos produtos (LAMBAIS et al., 2005).

O gel € composto de poliacrilamida (acrilamida + bis-acrilamida), formando um
gradiente em diferentes concentracdes, por onde esses produtos percorrem
engquanto sédo desnaturados. Ao final da desnaturacdo de todo o fragmento de DNA,
o mesmo ficard depositado na regido do gel em que esteve completamente
desnaturado (ABOIM., 2004).

Cenciani (2007) fez uma abordagem molecular, com o objetivo de avaliar o
impacto na comunidade microbiana em trés diferentes solos da regido amazonica
(capoeira, pastagem e floresta) em estacdes diferenciadas (seca e chuvosa). O
autor avaliou a comunidade bacteriana pela técnica PCR-DGGE e o grupo de AOB
por sequenciamento. Concluiu-se que a transicdo entre areas de pastagem e
capoeira, além da variacdo ambiental, interferiram na comunidade bacteriana; por
outro lado as AOB néo foram localizadas na area sob floresta, em detrimento a area

de pastagem onde esse grupo mostrou-se presente.

Outra analise semelhante foi realizada por Mesquita (2011), onde se buscou
avaliar a comunidade de fungos e bactérias em diferentes estacdes (chuvosa e
seca) em regides do Cerrado. A conclusédo foi que essa comunidade mostrou-se

semelhante nas diferentes &reas amostradas e sob condigdes ambientais distintas.

Essa técnica, além de estimar a diversidade e a estrutura de uma comunidade
de microrganismos de um solo, permite-nos uma analise comparativa entre
diferentes ecossistemas e condicdes ambientais, auxiliando na tomada de decisao

sobre quais/qual sistemas de manejos adotar em diferentes sistemas de cultivo.
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3.4 Consorciacdes de cultivos na agricultura

3.4.1 Sistema de Plantio Direto (SPD)

O Sistema de plantio direto (SPD) parte do principio em manter-se o0 solo
sempre coberto (cobertura viva ou morta), rotacionando e/ou consorciando plantas
de cobertura a culturas comerciais, através do revolvimento minimo do solo (PECHE
FILHO, 2005). Envolve diferentes técnicas e modalidades, as quais seréo descritas

adiante.

Usualmente sdo utilizadas como plantas de cobertura, espécies leguminosas
ou gramineas forrageiras. As gramineas forrageiras sdo muito utilizadas em outra
modalidade do SPD, a Integracdo Lavoura Pecuéria (ILP). A ILP busca intercalar
culturas graniferas, no caso do milho e da soja, com espécies forrageiras, em
rotacdo nas areas de pastagem (ALVARENGA; NOCE., 2006). Esse sistema tem se
popularizado no Brasil central, principalmente, em virtude dos problemas

relacionados a degradacédo de pastagens (ALVARENGA et al., 2006).

O SPD possui inUmeras vantagens se comparado ao sistema convencional, no
que se refere ao manejo e custos de producédo, além de promover a sustentabilidade
e favorecer a atividade biolégica dos microrganismos.

Muzilli (2000), afirmou que o plantio direto (PD) contribui para o
aumento da matéria organica e estimula a atividade biolégica,
melhorando a agregacdo de particulas e a estruturacdo fisica,
favorecendo a retencdo de agua e a disponibilidade de nutrientes no

perfil do solo.

Os aspectos que influenciam na qualidade do solo promovidos por esses
conjuntos de manejos podem ser resumidas na sequéncia de acordo com Alvarenga
et al 2006:

a) Espécie vegetal: O sistema radicular influencia diretamente na aeracao,
estruturacao e retencédo de agua no solo; O padrao de producao de fitomassa
dessa espécie também influencia, de forma que quanto maior for sua

producdo de fitomassa, maior sera sua a abrangéncia e cobertura no solo;
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b) Fertilidade: reduz o consumo de fertilizantes, pois altera a dinamica dos
microrganismos, consequentemente aumenta a disponibilidade de nutrientes
para cultura;

c) Facilita o manejo de pragas e doencas quando incorporada uma espécie de
cobertura que quebre o ciclo de uma praga chave ou uma doenca da cultura
comercial;

d) Controla processos de lixiviagao de nutrientes e eroséo do solo;

e) Controle e supressdo de plantas daninhas: inibe a emergéncia de plantas
daninhas, reduzindo a competicao por nutrientes;

f) Manejo: Economia de mé&o de obra em funcdo da diminuicdo ou eliminacéo

do preparo do solo (aragem, gradagem, etc); facilidade de manejo.

3.4.2 Consorciacdao de culturas

A consorciacdo de culturas também integra o SPD, e consiste na ocupacao de
duas ou mais culturas simultaneamente em uma mesma area e/ou sistema de
rotacdo (SUDO et al., 1998). Utilizam-se diferentes espécies vegetais, com
diferentes ciclos e arquiteturas, podendo ou nao ser semeadas em um mesmo
periodo, podendo apresentar interacdes em determinado momento vegetativo.
(VIEIRA, 1998; TEIXEIRA et al., 2005).

Esse sistema possui inimeras vantagens, e uma delas € o potencial de retirada
de agua do solo, sendo que este é superior ao monocultivo (MOREIRA et al., 2007),
essa capacidade torna-se uma aliada, no sentido de se reduzir a perda de nitrogénio

por lixiviagcao.

Outro fator de grande influéncia dos sistemas de consaorcio, principalmente com
gramineas, constitui-se na transferéncia de nitrogénio resultante da decomposic¢ao
dos restos vegetais (PACIULLO et al.,, 2003), culminando em ganhos de
produtividade. Esse efeito € ao contrario do que ocorre no monocultivo, pois o
suprimento de N ocorre principalmente via fertilizante, o que torna o sistema mais
dispendioso do ponto de vista econbmico, e menos sustentavel do ponto de vista

ambiental.
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O aproveitamento de nutrientes pelas culturas é superior quando em consorcio
com outra cultura. De acordo com Magalhdes (1997) a Urochloa brizantha
apresentou maior extracdo de nutrientes quando consorciada com o milho em
comparacdo com 0 monocultivo, no entanto essa capacidade de extracdo pode
variar de acordo com a espécie, populacao de plantas e época de cultivo (FIETZ et
al., 2013)

Por outro lado a producdo de biomassa das espécies vegetais utilizadas em
consércio podem interferir diretamente na relacdo C/N dos residuos que se
depositam no solo. Altas relagbes C/N podem provocar a imobilizagdo de N mineral,
cessando a nitrificacdo temporariamente por insuficiéncia de substrato (NHs)
(MOREIRA; SIQUEIRA., 2006). A cobertura vegetal influencia diretamente na
atividade microbiolégica do solo, visto que as bactérias atuantes no ciclo do N
podem aumentar ou diminuir a mineralizacdo de compostos organicos, a medida que
essa relacédo diminui (LOPES et al., 2004).

Além da presenca da planta de cobertura, as espécies também influenciam na
disponibilidade de NOj, pois alguns estudos indicam que solos sob pastagem e
solos sob vegetagdo natural (florestas) apresentam maiores quantidades de NH;"
em contrapartida baixos valores de NO3 em fungcdo da inibicdo da nitrificagdo por
substancias excretas pelo sistema radicular de gramineas e, monoterpenos
liberados pelas espécies arbéreas em solos florestais. (MOREIRA; SIQUEIRA.,
2006).

3.4.3 Arqueas Oxidantes de Amdnio (AOA) em areas agricolas

Até onde se conhecia, apenas as (AOB) detinham a capacidade de oxidar a
aménio a nitrato. Em recentes estudos descobriram-se que as AOA também
possuem o0 gene amoA da enzima monooxygenase (ARP et al., 2002; KOOPS et al.,
2006), sendo esta a principal enzima atuante na nitrificacéo, concluindo entdo que

as AOA também possuem a mesma capacidade de oxidar amodnio como as AOB.

A partir desta descoberta foram realizados estudos para verificar a presenca e

a abundancia desse grupo nos diferentes habitats e ecossistemas, onde entdo
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observaram que as AOA encontravam-se presentes na maioria deles (FRANCIS et
al.,2005; LEININGEE et al., 2006; WUCHTER et al., 2006; LAM et al., 2007).

Leininger et al (2006) examinaram a abundéancia de AOA e AOB em doze tipos
de solos diferentes (entre solos naturais e agricolas) de diferentes regides da
Europa. O resultado obtido a partir das andlises indicou que sem nenhuma excec¢ao
entre os diferentes solos predominaramo grupo de AOA sobre as AOB. Outras
pesquisas confirmaram essa informacdo para a maioria dos solos examinados até
entdo (HE et al., 2007; NICOL et al., 2008; SCHAUSS et al., 2009).

No entanto, Jia & Conrad (2009), em suas analises, concluiram gque a presenca
das AOA é de fato superior & de AOB, porém gquestionaram a hipétese da taxa de
nitrificacdo ser realizada predominantemente pelas mesmas, sugerindo que este
processo em solos agricolas possa estar predominantemente associado AOB, uma
vez que estes solos apresentam maiores concentragcdes de amonia, por conta da

fertilizag&o.

Segundo os mesmos autores, a profundidade do solo também apresenta
diferencas na presenca desses grupos, 0s autores iam constatando que a populacao
de AOA predomina tanto na superficie, quanto em profundidade, apresentando uma

populacao significantemente superior as AOB.

Alguns fatores ambientais e intrinsecos do solo interferem negativamente essa
comunidade, sendo eles: o baixo pH (abaixo de 6 ocorre uma diminuicdo da
atividade nitrificante), a concentracdo de amonio, a concentracdo de 0O,, a

temperatura, entre outros.

S&0 necessarios mais estudos a respeito desse grupo de oxidantes de aménio,
a fim de compreender suas interagbes com diferentes espécies vegetais,
principalmente de interesse agronémico, as interagdes com outros microrganismos,
buscando-se aprimorar sua atividade nitrificante conduzindo-a a um equilibrio,
visando mitigar o seu potencial de emissdo de gases poluentes do efeito estufa,
além da contaminacao de fontes subterraneas pelo manejo inadequado do solo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de conducéo do experimento

O presente trabalho foi conduzido na &area experimental da Fazenda Agua
Limpa da Universidade de Brasilia (UnB), situado no nacleo rural Vagem Bonita-DF
(latitude 15° 55% S. Longitude 47° 51" W e altitude de 1080 metros). A regido
apresenta um clima do tipo Aw segundo a classificacdo Koppen (tropical estacional
de savana), caracterizado por periodos chuvosos compreendendo os meses de
outubro a marco e uma estacdo seca variando dos meses de abril a setembro. O
solo do campo experimental € classificado como Latossolo Vermelho Amarelo
distrofico tipico (Embrapa, 2006).
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Figura — 5 Dados pluviométricos mensais referentes ao periodo de Novembro

de 2014 a maio de 2015. Fonte: Estacdo meteoroldgica automatica (Fazenda Agua Limpa —
UnB)

A érea original do experimento encontrava-se sob pastagem cultivada com

capim Andropogon Gayanus, variedade Planaltina, por um periodo consecutivo de
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seis anos, e durante esse periodo a area foi submetida a gradagem e calagem de
acordo com as exigéncias requeridas por analises quimicas. A partir do ano de 2007
foi instalado o experimento em voga. Os sistemas de manejo utilizados foram
estabelecidos em sistema de plantio direto (SPD), sendo utilizados cinco
tratamentos respectivamente: (T1) M — milho em monocultivo (hibrido BG 7055); (T2)
— MA milho em consércio com Panicum maximum cv. Aruana; (T3) — MB milho
consorciado com Uruchloa humidicola, (T4) B — Uruchloa humidicula; (T5) — A
Panicum maximum cv. Aruana, dispostos em delineamento em blocos casualizados,
com trés repeticdes, totalizando 15 parcelas de 80 m2 e (T6) C - uma éarea de

referéncia de Cerrado Nativo, localizada proxima ao experimento.

Figura 6 — Tratamentos: Sistemas de producao: M: milho em monocultivo; MA:

milho consorciado com Panicum maximum cv. Aruana; MB milho consorciado com
Uruchloa humidicola; B — Uruchloa humidicula; A: Panicum maximum cv. Aruana.

Fonte: Méndez (2016).
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O ultimo plantio do milho foi realizado no dia 23 de dezembro de 2014, para a
safra 2014-2015. A adubac&o anual nos tratamentos com milho foi de 30 kg N ha ™
(uréia), 70 kg/ha ™ de KCI no plantio e duas aplicacdes em cobertura com 45 kg de
N/ha * (uréia) e 43 kg/ha * de KCI, a densidade de plantio utilizada foi de sete
plantas por metro linear, com um espacamento de 0,95 m entre linhas, nos tratos
culturais foi realizado o controle da lagarta do cartucho, com inseticida do grupo
quimico Benzoiluréia, (300 mL/ha™) e, nas parcelas consorciadas, o crescimento das
forrageiras foi controlado com a utilizacdo de capina manual e glifosato, (3 L/ha™).
Nas culturas forrageiras, realizou-se a semeadura a lanco (20 kg/ha™), de acordo
com o seu valor cultural, e na adubacéo foram utilizados 60 kg N/ha ™ (uréia), 90

kg/ha ™ de P,Os (super simples) e 60 kg/ha ™ de K,0 (KCI).

No trato cultural das pastagens realizam-se rogagens, antes do plantio do
milho, nas parcelas consorciadas e nas parcelas solteiras, no mesmo periodo, antes

do inicio do ciclo de cada safra.

4.2 Coleta e armazenamento de amostras

As amostras de solo foram coletadas no periodo de florescimento do milho
(Marco de 2015) coincidindo com a estagao chuvosa, na profundidade de 0-10 cm
utilizando um trado do tipo holandés. Em cada parcela coletaram-se amostras
aleatérias, compostas de seis subamostras nas linhas e entrelinhas de plantio. As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, sendo uma aliquota (209)

acondicionada em pequenos tubos de plastico e armazenados em freezer — 80 °C.

4.3 Extragcao de DNA de amostras do solo

A extragdo de DNA das amostras de solo, foi realizada no laboratorio de
ecologia de ecossistemas, do departamento de ecologia do IB/UnB, com o auxilio do
Kit FastDNA SPIN da marca MP Bio, seguindo o protocolo recomendado pelo

fabricante (com algumas alteracdes.

No protocolo empregado na extracdo (fabricante), seguiram-se as seguintes

etapas:
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1) adicionou-se 500 mg da amostra de solo ao “Lysing Matrix E tube” (tubos de lise

contendo silica) e;

2) adicionou-se 978 uL da solugéo “Buffer Sodium Phosphate” (tamp&o de fosfato de
sédio pH 8,0) e 122 mL da solugéo “MT Buffer”;

3) Homogeneizou-se a 8000 rpm por 40 segundos no Voértex seguido de uma
centrifugag&o a 12000 rpm por 7 minutos.

4) O sobrenadante entdo foi despejado para um tubo eppendorf de 2 mL de
capacidade e adicionaram-se 250 uL da solugdo de precipitacdo de proteinas,
homogeneizando-se manualmente por inversédo continua e em seguida centrifugado

a 12000 rpm por 7 minutos.

5) Transferiu-se o sobrenadante para um tubo estéril de 15 mL, adicionou-se 1 mL
do Binding Matrix Superior, em seguida misturada por inversdo continua durante 2

minutos e subsequentemente deixado em repouso por 3 minutos a 31°C

6) O sobrenadante foi transferido para um tubo estéril de 15 mL, adicionou-se 1 mL
do Binding Matrix Superior, em seguida o0 mesmo foi misturado por inversdo continua
durante 2 minutos e subsequentemente deixado em repouso por 3 minutos &

temperatura ambiente.

7) ApoOs esse periodo, descartou-se 500 uL do sobrenadante e o restante foi re-
suspendido com uma pipeta e transferidos 600 uL para o tubo filtro e centrifugado a
12000 rpm por 90 segundos.

8) O produto liquido resultante da centrifugacéo foi descartado e o procedimento foi

reproduzido novamente com a solugao restante.

9) Posteriormente, foram adicionados 500 pL de SEWS-M (lavagem de sais e
etanol) ao filtro seguido de uma centrifugacdo a 12000 rpm por 90 segundos, 0
filtrado foi descartado e novamente centrifugado por 3 minutos.

10) O filtro foi transferido para um tubo estéril e deixado em repouso por 5 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente foram adicionados 30 pyL da solu¢cdo DES e
incubado no bloco a 55 °C durante 5 minutos e finalmente uma nova centrifugacéo a

12000 rpm por 90 segundos para o descarte do filtro.
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4.4 Eletroforese em gel de agarose

Depois de completada a extracao verificou-se a quantificacdo do DNA extraido
através da corrida em gel de agarose a 1,2%. As amostras aplicadas aos “slots” do
gel foram preparadas com 3 pyL do DNA extraido e 5 yL de corante (azul de
bromofenol). A eletroforese foi conduzida em tamp&do TBE 1X a 80 volts e 400
amperes durante uma hora, posteriormente o gel foi imerso numa solugdo de
brometo de etidio (2ug / mL) durante 20 minutos. A revelacdo da imagem foi
realizada sob luz UV com ajuda de um fotodocumentador pelo programa Loccus
Biotecnologia — Lpix Image. As amostras foram mantidas no freezer a -20°C para a

sua conservacao.
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/ Pogo Tampao

/ P Gel /

migragao

Figura 7 — Representacdo esquematica dos equipamentos utilizados para a corrida

eletroforética em gel de agarose em sistema vertical. Fonte: Corréa & Pussik (2016)

4.5 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para avaliacdo da comunidade de Arqueas do solo, os extratos de DNA das
amostras de solo foram submetidos a reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com

base no protocolo descrito por Hansel et al (2008). Esse procedimento foi
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executado no laboratorio de Fitopatologia molecular, localizado no departamento de

Fitopatologia do IB/UnB.

Tabela 1 — Iniciadores empregados nas reacdes de PCR.

Iniciador Sequéncia
ArchamoA-F (5 STAATG GTC TGG CTT AGA CG 3)
Arch-amoA-R (5 GGC GGC GCG CGC CCG Ccce CGL cce eaT cae

CCG CGG CCATCC ATC CAT CTG TAT GT 3’)

Tabela 2 — Reagentes, concentracdes e volumes utilizados para cada amostra de
DNA na reacao de PCR.

Reagentes Concentracéo | Volume (L)
Agua - 35,6 uL
Tampao + MgCl, (10 pM) 5,0 yL
(promega)

Primer (ArchAmoa-F) (0,5 uM) 2,5uL
dNTPS (10 pM) 1,0 pL
Primer (Arch-Amoa-R) (0,5 uM) 2,5uL
Bsa (0,3mg/mL) 0,8 L
TAQ (promega) (GRY)) 1,6 L
DNA - 1L
Volume Final - 50 pL
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A programacdao utilizada foi a seguinte: desnaturacao inicial por 4 minutos a
uma temperatura de 94°C, 30 segundos a 94°C e 30 segundos a 55°C, seguido por
38 ciclos, 72° C por 90 segundos para a etapa de anelamento e 72° em 10 minutos

para a etapa de extenséo.

Tabela 3 — Programa da PCR.

Temperatura Tempo
4 minutos 94°C (desnaturacao inicial) |
30 segundos 94°C L 38 ciclos
30 segundos 55°C
90 segundos 72°C (Anelamento)
10 minutos 72°C (Extensao)
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Figura 8 - Etapas para a preparacdo da PCR. 1) Reagentes utilizados na
preparacdo da reacdo; 2) Preparacdo da reacdo; 3) Mistura da reacdo (de
reagentes) com os DNA’s das amostras; 4) Programacgao no termociclador de acordo

com o programa estabelecidos. Fonte: Autor.
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Tabela 4 — Reagentes, concentracdes e volumes utilizados para cada amostra de
DNA nareacao de PCR.

Reagentes Concentracao | Volume (pL)
Agua - 35,6 pL
Tampao + MgCl, (10 M) 5,0 uL
(promega)

Primer (ArchAmoa-F) (0,5 um) 2,5uL
dNTPS (10 pM) 1,0 pL
Primer (Arch-Amoa-R) (0,5 um) 2,5uL
Bsa (0,3mg/mL) 0,8 uL
TAQ (promega) B U) 1,6 uL
DNA - 1 L
Volume Final - 50 pL

Para verificar a amplificagdo das PCR’s, realizou-se uma corrida do produto em
gel de agarose a 1,2 %. Ao gel adicionou-se 3 uL da amostra diluida em 5 pL de azul
de bromofenol, também adicionou-se 3 uL de marcador molecular de 1Kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen®) para a verificagdo dos tamanhos das bandas geradas no gel.

A corrida dos produtos das PCR's no gel e a revelagdo dos géis foram
realizadas sob o mesmo procedimento utilizado para a verificacdo da extracdo do
DNA do solo.

4.6 Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

O procedimento foi realizado no Laboratorio de Ecologia de Ecossistemas do
Departamento de Ecologia do IB/UnB. Os géis de poliacrilamida (acrilamida e bis-
acrilamida) a 6% (w / v) foram preparados (Figura 9) com uma gradiente de
desnaturacdo entre 35 e 55% (uréia-formamida), e os produtos de PCR foram

aplicados em um volume de 30 pl adicionados a 20 yl de corante (2% de azul de
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bromofenol, 2% de xileno cianol, glicerol 100%, agua Milli-Q). A corrida do gel de
DGGE foi realizada utilizando o sistema de eletroforese vertical, com uma voltagem
constante de 60 V e temperatura de 55°C por um periodo de 18 horas em tampao
0,5X TAE. Uma pré-corrida de 1 hora foi realizada com 0os mesmos parametros para

uma limpeza inicial do gel.

Figura 9 — Preparacdo dos géis de poliacrilamida, e suas respectivas etapas de
montagem. A) Preenchimento da seringa com a solucdo desnaturante; B) encaixe
das seringas no aparelho que formara o gradiente; C) formacdo do gradiente
desnaturante e D) formacao do gradiente desnaturante. Fonte: Aboim et al (2004)

Ap0ds a corrida, os géis foram corados com brometo de etideo (2ug / mL) por 20
minutos, posteriormente, descorados em agua destiliada por 5 minutos. As bandas
foram visualizadas em transiluminador U.V. com posterior fotografia do gel pelo
programa Loccus Biotecnologia — Lpix Image. Para a constru¢cdo do dendograma de
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similaridade, foi utilizado o programa Bionumerics, construido a partir do indice de

Jaccard pelo método de agrupamento UPGMA.
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5 RESUTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estrutura da diversidade de Arqueas oxidantes de aménio (AOA) avaliada
pela técnica de PCR-DGGE

Através da imagem gerada a partir do gel de DGGE, formou-se um
dendograma de similaridade genética (Figura 10), utilizado para analise de
similaridade entre os tratamentos e suas repeticdes. Considerando que em estudos
de ecologia a variabilidade espacial pode influenciar a populacdo microbiana do

solo, cada repeticéo foi considerada como um tratamento independente.

As bandas representadas na figura 10 do dendograma em cada uma das
amostras correspondem as Unidades Taxonémicas Operacionais (UTO’s), sendo
gue cada unidade de banda corresponde a um taxon. Essas bandas fornecem uma
ideia aproximada da comunidade e diversidade presente nas diferentes areas de
estudo, entretanto, ndo fornecem informacdes a respeito das espécies presentes em

cada amostra.

Durante a etapa de PCR, ndo se obteve produto de PCR da amostra de milho
em consocio com U. humidicola (R1), devido a ndo amplificacdo de seu produto, em
funcdo disso, inviabilizou-se a analise do mesmo durante a etapa de DGGE.
Portanto, para este tratamento foram consideradas somente as amostras de milho

em consorcio com U. humidicola (R2 e R3).

A partir dos resultados obtidos através da técnica PCR-DGGE para analise da
estrutura e diversidade da comunidade de Arqueas oxidantes de aménio (AOA) nos
diferentes sistemas de manejos empregados, observou-se que a forrageira U.
humidicola influenciou significativamente essa comunidade, visto que, maioria das
areas em monocultivo, e sob consorcio com o milho, apresentaram uma tendéncia
na distribuicdo das bandas do DGGE, e consequentemente uma maior similaridade.
Com uma ressalva para amostra em monocultivo (R3) de U.humidicola, que diferiu

de todos os demais tratamentos.
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Figura — 10 Dendrograma de similaridade genética da comunidade de Bactérias
nitrificantes do solo, construido a partir do indice de Jaccard. Método de
agrupamento UPGMA, mostrando os agrupamentos de diferentes sistemas de
manejo em trés repeticdes: milho em sistema de monocultivo (Repeti¢éo 1, 2 e 3);
milho em consércio com P. maximum cv. Aruana (R1, R2, R3); milho em consércio
com U. humidicola (R1, R2, R3); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana ( R1,
R2, R3); area sob pastagem U. humidicola (R1, R2, R3) e area nativa de Cerrado

(R1 e R2), em solo Latossolo Vermelho distréfico tipico no Cerrado, DF. Fonte: Autor.

Dentre os tratamentos avaliados neste experimento, 0S que apresentaram
maior grau de similaridade representado no dendograma de similaridade genética,
encontram-se o milho em consorcio com a U. humidicola (R2 ) e (R3), apresentando
um grau de similaridade superior a 85%. O P. maximum (R2) e a area de Cerrado
(R1) foram os tratamentos que apresentaram maior grau de semelhanca,
aproximando-se dos 90% de similaridade, e estas se destacaram por apresentar um
maior grau de dissimilaridade entre 20 e 30 % os tratamentos, com P. maximum em

monocultivo (R2) juntamente a &rea de cerrado (R1) com as demais areas avaliadas.
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Nas dezesseis amostras analisadas, observou-se que houve uma variacao
entre 7 e 4 UTO’s, demonstrando uma baixa variabilidade entre os tratamentos.
Dentre os tratamentos com menor nimero de UTO’s, o milho em monocultivo (R1),
milho em consorcio com P. maximum (R2) e a area de cerrado (R2) apresentaram
as menores numeros de UTO’s, com 4 para cada um destes tratamentos. Em
contrapartida, o milho em monocultivo (R2), o P. maximum (R2) e a U. humidicola
(R1, R2 e R3) apresentaram 7 UTO’s cada uma, respectivamente, podendo ser

observadas na Figura 11.

Esse resultado indica que em termos de diversidade, as AOA nao apresentam
uma grande variabilidade entre os tratamentos, contudo, ndo € correto afirmar que
estes apresentam uma estrutura semelhante, como se pode observar na Figura 8,
isto pode estar associado ao fato de a AOA pertencerem ao dominio Archaea,
caracterizado por microrganismos com habilidade de tolerar condicbes ambientais

extremas e de alta resiliéncia (PAUL, 2007).

De acordo com SUBBARAO et al (2015), a maioria das espécies vegetais
liberam compostos quimicos através de seus sistemas radiculares que estimulam ou
reprimem a atividade nitrificante. Essa informacdo sera utilizada como base para

alguns argumentos discutidos adiante.

Gramineas como a braquiaria e o capim colonido apresentam altas taxas de
crescimento e sdo eficientes na absorgdo de amonio (NEILL et al., 1999; GARCIA-
MONTIEL et al., 2001), isso auxilia na manutencdo de AOA no solo, considerando
que a populagcdo de AOA é negativamente influenciada por elevadas taxas de

amonia no solo.

Nesse sentido, é possivel que a braquiaria beneficie a atividade nitrificante
pelas AOA, uma vez que esta possui uma producdo de fitomassa elevada,
devolvendo o N ao solo gradativamente, regulando os teores de aménio, mas ao

mesmo tempo fornecendo substrato para esse grupo.
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Figura — 11 Numero de Unidades taxonémicas operacionais (UTO’S) nos diferentes

sistemas de manejo. Fonte: Autor.

Byrnes et al (2017) em um estudo comparativo com as gramineas forrageiras
Uruchloa humidicola cv. Tuly (BT) e o hibrido interespecifico Uruchloa mulato (BM),
encontraram diferengas na taxa de nitrificagdo e na comunidade nitrificante.
Verificou-se que a populacdo de AOA aumentou, e a taxa de nitrificacdo diminui,
indicando que essa cultivar apresentou um efeito inibitério superior ao hibrido
interespecifico Uruchloa humidicola cv. Tuly na atividade nitrificante das AOA,

Condizente com os resultados aqui apresentados.

Considerando que os tratamentos em monocultivo e em consércio com a U.
humidicola apresentaram resultados semelhantes, pode-se inferir que U.humidicola
por si s6 influencia na comunidade de AOA, entretanto € possivel inferir que estas
em consorcio podem influenciar na disponibilidade e na absor¢do de nitrogénio no
milho (COSER et al., 2016).
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A partir dessa afirmacdo é possivel fazer uma relacdo, comparando com o0s
resultdados obtidos para o milho em monocultivo (R1) com o milho em consércio
com U. Humidicola (R1, R2 e R3). Observa-se uma diferenca, mas ao mesmo tempo
inconclusiva, uma vez que o milho em monocultivo (R2) € significantemente distinta,

apresentando quase o dobro de UTO’s que a R1.

Mao et al (2011) observaram que a cultura do milho diminuiu a populacédo de
AOA no solo, principalmente quando associada a adubacdo nitrogenada. O que
poderia explicar nossos resultados, pois como observado, as doses de nitrogénio
aplicadas na cultura do milho foram superiores as aplicadas nas forragerias.

Os solos do cerrado apresentam baixa fertilidade, alto teor de aluminio e acidez
elevada (RAIJ, 2011), além de apresentarem uma vegetacdo difetrente da areas
antropizadas, considerando que a acidez interfere negativamente na atividade
nitrificante do solo tanto pelo grupo de AOA, quanto para o grupo de AOB
(NUGROHO., 2006; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), podemos inferir que nas
amostras de cerrado, em parte, o baixo numero de UTO’s pode estar associado a
essa condicdo. Contudo nado é prudente afirmar com certeza essa hipotese, pois as
duas amostras coletadas em diferentes areas do cerrado apresentaram resultados

distintos e, portanto, inconclusivos.

Em sintese, existem duas hipoteses que podem auxiliar na explicacao do
comportamento observado para as areas de Cerrado avaliadas, e para o resultado
do experimento como um todo. Primeiro, 0 numero de amostras avaliadas, em
especial da area de Cerrado pode nao ser representativo da condi¢cdo predominante
no solo sob essa vegetacdo. Em segundo, em ecologia do solo tem-se a formacao
de microssitios que representam um nicho ecoldgico especifico, sendo possivel
considerar entdo, cada amostra representativa de uma condi¢cdo Unica. (PAUL,
2014; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006)

A atividade nitrificante do solo pelas AOA e AOB também podem mudar
durante diferentes estacdes do ano (TAYLOR et al., 2012), fazendo-se necessario a
coleta de material em diferentes estacdes, e considerando que nesse experimento
as amostras foram coletadas durante o periodo de chuvas, seria necessario outra

coleta no periodo seco.
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Portanto, o uso de manejos que visem 0 consorcio, e/ou a cobertura do solo
com gramineas forrageiras como a braquiaria, modificam a comunidade de AOA do
solo, e consequentemente modificam a atividade nitrificante desse grupo, podendo
interferir em processos como a desnitrificacdo, lixiviacdo de nitrogénio, além da

emissao de gases do efeito estufa, como o N,O.
7 CONCLUSOES

e A presenca da graminea forrageira U. humidicola alterou a comunidade de
Arqueas oxidantes de amonio, tanto sob monocultivo, quanto sob consécio
com o milho, formando um grupo distinto das demais areas avaliadas, com a
excecao para a amostra de U. humidicola R3, que diferiu de todos os demais

tratamentos.

e A fertilizacdo nitrogenada na area de milho sob monocultivo pode ser
considerado um fator que influenciou negativamente a comunidade de AOA
do solo, em comparacéo as forrageiras.

¢ A baixa variabilidade na contagem de UTQO’s dos diferentes tratamentos pode
estar associada as AOA pertencerem ao dominio Archaea, caracterizado por
microrganismos com habilidade de tolerar condicbes ambientais extremas e

de alta resiliéncia.

e A éarea sob Cerrado (R1) apresentou uma variabilidade no niumero de UTO’s e
certa dissimilaridade em relacdo a area (R2), sugerindo que as condi¢cbes dos
solos nem sempre sédo as mesmas, indicando a formagdo de microssitios nos

diferentes tratamentos, que representam um nicho ecolégico especifico.
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