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RESUMO

A microbiota presente no solo é fundamental paraamutencdo de processos
biogeoquimicos e sustentacdo das comunidades isegeita mais diversos biomas. A
diversidade da comunidade microbiana de solos@aressos que regulam esta comunidade
sao ainda pouco conhecidos. No presente trabalfativau-se comparar a diversidade de
bactérias presentes em solos de Matas de Galeri@edmdo, considerando as variacdes
temporais (sazonalidade da precipitacdo, simulagéentrada de nutrientes e agua com 0s
primeiros eventos de precipitacdo) e espaciaigignée topografico) e disturbios (incéndio
acidental), por meio de analises moleculares atililo a metodologia PCR-RISA de 16S-23S
rDNA. Amostras de solo foram coletadas (0-10 cng parcbes seca e Umida do gradiente
topogréafico das Matas de Galeria dos Corregos ®itblonjolo e Taquara (RECOR, IBGE,
Brasilia — DF), nas estacdes seca e chuvosa eamsscbes estacionais (2010 - 2011), e apés
incéndio acidental (setembro/2011). Em geral, o decumidade do solo diferiu entre por¢des
Umida e seca da topografia e seguiu as variacogweddpitacdo registradas ao longo do
estudo. A sazonalidade e o gradiente topograficdoéan influenciaram as concentracfes de
nutrientes no solo, porém sem um padréo definiddorés de pH e CTC e concentragdes de
MO, N-NOs, N-NH,", P, K e Ca foram mais elevadas no periodo pos-fmgama ou mais
matas. Os dendrogramas com os perfis de RISA demirddades bacterianas indicaram
alteracdo na diversidade de bactérias do solo eg@fuda passagem do fogo, da sazonalidade
da precipitacédo e ao longo do gradiente topografaotrés matas. Modificagbes nos perfis de
diversidade bacteriana podem estar relacionadageiacdes entre altera¢des quimicas e de
umidade registradas no solo e as diferentes comdeidfloristicas encontradas ao longo do
gradiente topografico de cada mata. Com o sequapai@ de bandas escolhidas nos géis de
RISA verificou-se predominancia das divisdes atiamdéria e proteobactéria nos perfis das
comunidade bacterianas. Com a finalidade de sinouédeito da primeira chuva (5 mm) apés
estacdo seca sobre a diversidade bacteriana dodsolmatas de galeria, adicionou-se
experimentalmente dgua, N e P ao solo da comunigiaita da mata do corrego Pitoco. As
parcelas demarcadas receberam tratamentos disfgoa; agua + N; agua + P; dgua + N +

P) e as coletas de solo foram realizadas anteplat@@io dos tratamentos e uma hora, 24



horas e 48 horas apds adicdo. Avaliacdo de aleesagd diversidade bacteriana do solo em
resposta a aplicacdo dos tratamentos também flizaga atravées de PCR-RISA 16S-23S
rDNA. Umidade do solo, pH e concentracdo de P dis@b ndo sofreram alteracdo apods
aplicacdo dos tratamentos. Concentracbes de N-Bi@nentaram em até trés vezes apos
adicdo de agua e nutrientes, independente do &atanaplicado. Concentracdes de NaNH
aumentaram uma hora depois da adicao de agua Z4Nheras depois da adicdo de agua + N
+ P. A comunidade bacteriana apresentou resposidiata a entrada de agua e nutrientes no
solo apresentando alteracdo nos perfis de divelsidana hora apos aplicacdo dos
tratamentos. O apice da resposta bacteriana aderdeaagua no solo foi observado 24 horas
depois e na primeira hora apés aplicacao dos testtns foi observado maior efeito da adicéo
de nutrientes ao solo. A comunidade bacterianaoli, portanto, responde prontamente a
entrada de agua e nutrientes no inicio da estdgamsa havendo clara modificacdo no perfil

de diversidade durante a transi¢ao entre estacoes.

Palavras-chave: savanas, florestas riparias, sazonalidade da [tae@dp, gradiente

topogréfico, fogo, diversidade bacteriana, RISA.



ABSTRACT

The soil microbiota is essential for the maintesganf biogeochemical processes and
plant communities in diverse biomes. The divergifysoil microbial community and the
processes that regulate this community are stidirlgoknown. The present study aimed to
compare the diversity of bacteria present in soilshe Cerrado gallery forests, considering
the temporal variations (seasonality of precipitatisimulation of water and nutrient inputs
with the first rain events) and spatial variatioftepographic gradient) and disturbances
(accidental fire), using molecular analysis (PCBRIof 16S rDNA). Soil samples were
collected (0-10 cm) from dry and wet portions oé ttopographic gradient of the gallery
forests of Pitoco, Monjolo and Taquara streams (RRCIBGE, Brasilia - Brazil), during the
dry and wet seasons and the seasonal transiti@i® (22011), and after an accidental fire
(September/2011). In general, the soil moisturagerdrdiffered between wet and dry portions
of the topographic gradient and followed the véoizd of precipitation recorded during the
study period. The seasonality and topographic gradalso influenced the concentrations of
nutrients in the soil, but without a well-definedtiern. Values of soil pH and CEC, and
concentrations of organic matter, N-BION-NH,", P, K and Ca were higher in the post-fire in
one or more forests. The dendrograms with RISAil@oiof bacterial communities showed
changes in the diversity of soil bacteria due te fine, the seasonality of precipitation and
along the topographic gradient of the three for&Skanges in bacterial diversity profiles were
likely a response to the interactions between mlaysind chemical changes recorded in the
soil and the different floristic communities fouradong the topographic gradient of each
forest. The sequencing of selected bands in RISK gelicated the predominance of
Actinobacteria and Proteobacteria divisions indgbemunity profiles. In order to simulate the
effect of the first rain events (5 mm) after thg deason on the soil bacterial diversity of the
gallery forests, water, N and P were experimentatiged to the soil of wet portion of Pitoco
stream gallery forest. The experimental plots nemidifferent treatments (water, water + N,
water + P, water + N + P) and soil samples werkecid before treatment application and

one hour, 24 hours and 48 hours after addition.lUati@n of changes in soil bacterial



diversity in response to application of treatmems also performed using PCR-RISA of 16S-
23S rDNA. Soil moisture, pH and available P conaman did not change after treatment
application. Concentrations of N-NGncreased by three times after addition of wated a

nutrients, regardless of the treatment. Concentratof N-NH" enhanced one hour after the
addition of water + N and 24 hours after additidrwater + N + P. The bacterial community
showed immediate response to water and nutriepist to the soil showing changes in the
diversity profiles one hour after treatment apploma The peak response of the bacterial
community to the input of water to soil was obsdrza hours later and the effect on the
bacterial diversity by the addition of nutrients svaetter observed in the first hour after
treatment application. Therefore, the soil bactes@mmunity is responsive to the input of
water and nutrients at the beginning of the wesseand there is a clear shift in the diversity
profile during the transition between seasons.

Keywords: savannas, stream forests, seasonality, topogrgpéuiicent, fire, microbial
diversity, RISA
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1. Introducéao

1.1 Matas de galeria do Cerrado

A vegetacdo que ocorre ao longo de cursos d'agisacamo ribeirdo, corrego, rio ou
lago, € conhecida como vegetacao riparia ou zqdaia. Essa vegetacao reflete a interacéo
dos componentes floristicos com os processos géoldgicos fluviais que propiciam o
suporte ecolégico para o seu desenvolvimento (L&mgakia, 2005). Ecossistemas riparios
desempenham papel critico na regulacdo das ingsaedtre componentes terrestres e
aguaticos, tanto em regides de clima temperada@@®yeet al, 1991; Gilliam, 1994; Lowrence
et al, 1997; Naiman & Decamps, 1997) como em ftaesle clima tropical (Bowden et al,
1992; McDowell et al, 1992, 1996; McClain et al949Brandes et al, 1996; Williams et al,
19997; Chestnut & McDowell, 2000), e esta preseme mais diversos biomas, como no
Cerrado brasileiro.

O Cerrado é o segundo maior bioma do Brasil, cudpaerca de 24% do territorio
nacional, sendo superado em area apenas pela Amagdriermo cerrado é comumente
utilizado para designar o conjunto de ecossiste(@aganas, matas, campos e matas de
galeria) que ocorrem no Brasil Central (Eiten, )9¥2jue sdo denominados fitofisionomias.
O clima dessa regiao é estacional, onde um pedbdwoso, que dura de outubro a marco e
no qual se concentra 90% das chuvas, € seguidonpq@eriodo seco, de abril a setembro. A
precipitacdo média anual € de 1.500 mm e as tetnpasasao geralmente amenas ao longo do
ano, entre 22 e 27 °C.

A vegetacdo do bioma Cerrado apresenta fisionoiti@asas de vegetacdo) que
englobam formacdes florestais, savanicas e camgestor fisionomia, entende-se a estrutura,
as formas de crescimento (arvores, arbustos, etas) mudancas estacionais (sempre verde,
semi-decidua, etc.) predominantes na vegetacasehtito fisiondbmico, “floresta” representa
areas com predominéancia de espécies arboreashénidemacédo de dossel continuo ou, em
alguns casoslescontinuo (Ribeiro & Walter, 2008).

Segundo Ribeiro & Walter (2008), a flora do Ceoradcaracteristica e diferenciada

pelos biomas adjacentes, embora muitas fisionorogaspartihem espécies com outros



biomas. Dessa forma, sédo varios os fatores quendetan a distribuicdo da flora e a
formacéo diferenciada de fitofisionomias, podengl@m citados o clima, quimica e fisica do
solo, disponibilidade de agua e nutrientes, geostugfa e topografia, latitude, frequiéncia de
gueimadas, profundidade do lencol freatico, pastejmiumeros fatores antrépicos, como
abertura de areas para atividades agropecuarimadeeseletiva de madeira, queimadas como
manejo de pastagens, dentre outros.

No Cerrado, pequenos rios e cérregos sao circasdadcompanhados por formacdes
florestais fechadas sobre os cursos d’agua dendasni®latas de Galeria que representam
apenas 5% do bioma. Essas, por sua vez, sdo getalno&rcundadas por outras
fitofisionomias com padrdes vegetativos distintmano Campo Limpo e Cerrado Tipico. A
altura média do estrato arbéreo em Matas de Galaria entre 20 e 30 m, apresentando uma
superposicéo das copas que fornecem coberturaeardér70% a 95%, mantendo a umidade
relativa em seu interior sempre mais alta que nas® fitofisionomias, inclusive na época
mais seca do ano (Ribeiro & Walter, 1998) (Figuyads solos das Matas de Galeria sdo
geralmente Cambissolos, Plintossolos, Argissoldsijs&los ou Neossolos, podendo ainda
ocorrer Latossolos mais férteis e acidos que osudss de Cerrado (Ribeiro & Walter, 2008).
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Figura 1. Diagrama de perfil (1) e cobertura arborea (2) @ Mata de Galeria Inundavel
(A) e de uma Mata de Galeria Ndo-Inundavel (B)respntando, cada figura, uma faixa de 80
m de comprimento por 10 m de largura. Figura adi@ptie Ribeiro & Walter (1998).




De acordo com caracteristicas ambientais comogtafia e variacdes periddicas na
altura do lencol freatico, a Mata de Galeria pode separada em dois subtipos: Mata de
Galeria Nao-Inundavel, onde o lencol freatico é smamiofundo e ndo se eleva mesmo na
estacdo chuvosa, e Mata de Galeria Inundavel, leajgol freatico se mantém proximo ou
sobre a superficie durante a maior parte do anes#pdessas designacdes, € comum a
existéncia de locais em que a Mata apresenta maerge um desses padrdes ao longo de todo
o curso d’agua, mas, ao invés disso, sdo encostteeithos inundaveis em uma Mata que, no
geral, se classifica como Nao-Inundavel e vicear@iRgbeiro & Walter, 1998).

Mesmo sendo pouco representativas em termos delareioma Cerrado, as Matas de
Galeria destacam-se pela diversidade genéticauezagde espécies, que esta na faixa de 230
espécies arbdreas por hectare (Rezende, 1998i BeHi 2002). Mesmo préximas umas das
outras, as matas apresentam composic¢oes floristastante diferenciadas, pois as variacoes
sdo mais dependentes de caracteristicas microaabielentro da mata do que da distancia
geogréfica entre elas. As diferencas entre areadagnem matas distintas muitas vezes sao
menores que aquelas encontradas entre areas GenllEas drenadas em uma mesma mata,
caracteristica influenciada principalmente pelaetogfeneidade edafica e topografica das
matas (Silva Junior, 1995; Felfili, 1997, Sampati@l 2000, Silva-Junior, 2001).

Adicionalmente, as matas de galeria sdo espeaiaddnimportantes devido as funcdes
ecoldgicas que desempenham, como repositorios atiiversidade, reflgio para espécies
florestais que ndo sobreviveriam no ambiente deder corredor de dispersao para espécies
animais e protecao da fauna nativa, estabilizagémargens de cursos d’agua, protecao de
nascentes e controle de erosdo do solo, funcionamtta como zonas tampéo e filtro de
sedimentos, substancias quimicas e nutrientesarRoytelas exercem forte influéncia sobre
ecossistemas aquaticos e terrestres, o que Ihésreqrapel destacado na estruturacdo das
paisagens (Lowrencs al, 1984; Gregorgt al, 1991; Johnsoat al, 1999).

Por tudo isso, as Matas de Galeria estédo protegela Codigo Florestal, art.2° da Lei
4.771/1965 que descreve como areas de preservagaanente — APP — as florestas e demais
formas de vegetacédo nativa existentes ao redaoslenascentes, lagos, lagoas e reservatorios,

especificando a dimensdo minima de 30 m da faixaedetacdo a ser preservada. Mais



recentemente, a Lei n° 1.876/1999 veio modificarto2° do Codigo Florestal, determinando
reducdo de 30 para 15 m na faixa de protecdo dztagip que margeia cursos d’agua de até
10 m de largura.

Os impactos ambientais causados pelo descumponuentei e pela destruicdo das
Matas de Galeria (UNESCO, 2004) e o pouco conhetongue se tem de processos
ecoldgicos nela existentes, tém atraido intereseseente de pesquisadores das mais diversas
areas, desde botanica e ecologia, até edafolopgal@ogia. Entre os aspectos relacionados
aos solos de ocorréncia em Matas de Galeria, arnpaide dos trabalhos ja realizados
concentra-se na classificacdo desses solos e adararacdo de suas propriedades quimicas e
fisicas. Existe, dessa forma, uma caréncia de @stswbre 0os microrganismos que habitam os
solos de Matas de Galeria (Mendes & Vivaldi, 20@Em como sobre caracteristicas

ambientais que possam influenciar a dindmica dasin@mades microbianas do solo.

1.2 Comunidades microbianas do solo

Em ecossistemas naturais, as entradas anuaistrilentas via fontes atmosféricas e
intemperizacdo de rochas sdo limitadas, sendo arimados nutrientes derivada da
decomposicao de residuos orgéanicos (Begjoal, 2007). A microbiota do solo desempenha
papel importante em diversos ciclos biogeoquimigdijenciando a vegetacdo sobre o solo
ao contribuir para a nutricdo e integridade da tplan para estrutura e fertilidade do solo
(Srivastava & Singh, 1991; Chen, 1998; Huang & 8&gll 1998). Comunidades de
microrganismos heterotréficos que habitam o solw r@&diadoras de processos chave no
controle ecossistémico dos ciclos do carbono eitlogénio, apresentando grande potencial
na mediacdo entre diversidade de espécies vegefaizionalidade do ecossistema (£&dk
al., 2003).

Grande parte das bactérias e fungos do soloautilizs residuos vegetais e animais
como fonte de carbono e energia. Nos processos ideratizacdo, formas organicas de
nitrogénio, fésforo e enxofre na serapilheira sé@ssadas pela agdo microbiana e as formas
inorganicas resultantes tornam-se disponiveis glsarcao pelas plantas. Somado a isso, as

enzimas liberadas por esses microrganismos no psfiicipam das reagfes metabolicas



extracelulares que também resultam na decomposieaesiduos organicos, ciclagem de
nutrientes, formacédo da matéria organica e datastrdo solo (Mendes & Vivaldi, 2001).

Apesar dos microrganismos representarem cerc®¥eab80% da fracdo viva e mais
ativa da matéria organica do solo (Thengl, 1989), apenas recentemente, com o advento da
biologia molecular, estudos vém sendo desenvolwdos o intuito de determinar o tamanho
e diversidade populacional da microbiota presemtemmbientes edaficos (Pere@tal,2006).
Essas estimativas sdo de especial interesse, psidooé conhecido por abrigar as mais
diversas populacdes microbianas de todos os etmmsais do planeta (Roesehal.,2007) e
abriga muitas espécies ainda desconhecidas (D@&Rarzo, 2005).

O termo biodiversidade tem sido definido de vaf@ashas. Em termos microbianos,
descreve o numero de diferentes espécies e sti@aelaundancia em uma dada comunidade
em um habitat. Em termos ecologico-moleculares,pelde ser definido como o niamero e
forma de distribuicdo de diferentes tipos de seg@énpresentes no DNA extraido da
comunidade de um habitat especifico (Garbeva e2(fl4). Apesar de refletir o potencial
genético total da comunidade microbiana, a divad®gdgenética também pode refletir
mudancas nas condi¢cdes ambientais quando relaciaaesn crescimento seletivo e processos
de sucesséao (Johnsen et al., 2001).

Com base em estudos moleculares, foi estimad@ouema tonelada de solo podem
conter 4 x 1B taxa diferentes de procariontes (Curéis al, 2002). Mesmo havendo
divergéncias em relagdo ao numero exato, ha unensasobre a imensa magnitude do reino
procariético encontrado em solos.

Técnicas de cultivo da microbiologia convenciomdtectam de 1 a 10% dos
microrganismos presentes no solo em funcéo dasealkdividade dos meios de crescimento e
pela interdependéncia de diferentes organismog entidentre outros fatores (Nannipieri et
al., 2003). A contagem direta por microscopia dertscéncia pode resultar em 100 a 1000
vezes mais numeros de microrganismos obtidos quandwparada com o plagueamento
(Johnsen et gl2001). Porém, estas técnicas ndo fornecem uréa wisurada da diversidade
dos membros da comunidade microbiana (Hunt e2@04).

Durante as ultimas duas décadas, uma grande adeede ferramentas moleculares

tem sido desenvolvida e vem ganhando uma relevamriaideravel na area de ecologia



molecular. Novas técnicas moleculares baseadasaracterizacdo de acidos nucléicos
extraidos do solo oferecem grande potencial parestigar a vasta porcdo da comunidade
microbiana néo cultivavel (Crecchio et al., 200B)as sao independentes de cultura e, de
acordo com sua sensibilidade, podem detectar espégéneros, familias ou mesmo grupos
taxondmicos maiores (Nannipieri et,&003). Um exemplo € a técnica de amplificacdo por
PCR (Polimerase Chain Reaction) do gene 16S, quktda a investigacdo da diversidade
bacteriana por analises genéticas independenmsdtde prévio (Enkerli & Widmer, 2010).

Dentre outras técnicas moleculares estéo aina@les@ do polimorfismo existente na
regido entre genes 16S e 23S rDNA ou Ribosomat Bpace Analysis (RISA) e o uso de
cromossomos bacterianos artificiais (BAC) paradsstmetagendmico (Borneman & Triplett,
1997, Nannipieret al, 2003, Kirket al, 2004). Genes que codificam rDNA nao variam muito
em relacdo a seu tamanho, contém em sua sequég@as conservadas e variaveis e sao
moléculas convenientes, uma vez que a sintesbaksamos tem sido fortemente conservada
ao longo da evolucéo (Kennedy & Clipson, 2003).

No entanto, mesmo com avancos na area da ecologiacular, trabalhos que
examinaram populacdes de microrganismos especificasolo de biomas brasileiros ainda
sdo escassos. Manfio & Goodfellow (1995) e Linh&i®95) descreveram, respectivamente,
populacdes d8treptomycese actinomicetos das florestas Umidas da Amazé&sises estudos
utilizaram técnicas de isolamento baseadas emraudtl células, que foram capazes de isolar
apenas 1% da comunidade microbiana total do solonio de técnicas moleculares como
RISA e sequenciamento de clones de rDNA extraidosotb sem a necessidade de cultivo
prévio, Borneman & Triplett (1997) encontraram ugnande diversidade de microrganismos
no solo da Floresta Amazonica, sendo que 98% dogsleram de origem bacteriana e muitos
deles advindos de espécies nunca antes relatadas.

Para o Cerrado, ja foi visto que a sazonalidade learcada da precipitacdo
caracteristica desse bioma ocasiona mudancas masiciades microbianas do solo (Viata
al.,, 2011; Silva, 2004; Bresolin, 2006; Bresoéihal, 2010) em funcdo dos efeitos sobre as
caracteristicas quimicas do solo, que gera efditetos sobre os microrganismos e sobre o
funcionamento da comunidade vegetal. Outros estde@senvolvidos no Brasil suportam

ainda a hipétese de que a vegetacdo, além do céndgterminante na composicdo da



microbiota do solo nos mais diferentes ecossistdPairaet al, 2006; Castret a.| 2008;
Quirino et al, 2009; Bresoliret al, 2010).

Segundo Mendes & Vivaldi (2001), o componentedgmo apresenta estreita inter-
relacdo com os componentes quimicos e fisicos ldo Bor isso, todos os fatores que afetam
negativamente 0s microrganismos, promovendo pedasmatéria organica, também
provocam deterioracdo das propriedades fisicasimicps dos ambientes edaficos. Esses
impactos assumem importancia ainda maior nos subsvegetacdo nativa onde a matéria
organica é a principal fonte de nutrientes pareesaimento das plantas.

Portanto, entender mecanismos capazes de congrodstrutura de comunidades e
populagcbes da microbiota do solo pode resultar empligacbes importantes, como
conservacdo da biodiversidade, manejo de comursdade microrganismos para
biorremediacdo, controle biologico de doencas tdalies e contribuicdo para o aumento da
fertilidade do solo (Zhoet al, 2002). A caracterizagdo das comunidades do soéoextrema
importancia ao fornecer dados para estudos posergpbre as populacdes bacterianas de
solos em diferentes condi¢cbes no Brasil (Pereiral, 2006), assim como ser somado aos
dados de base para preservacao de areas nate@agyenacado de habitats degradados (Quirino
et al, 2009).

1.3 Sazonalidade da precipitacdo, heterogeneidadgpacial e comunidades

microbianas do solo

A diversidade de comunidades microbianas é digttib de forma heterogénea ao
longo de ecossistemas (Araugh al, 2012). A diversidade, abundancia e atividade dos
microrganismos dependem essencialmente de fatomslsierais fundamentais como
temperatura e umidade (Waksmanal, 1928). No entanto, mais importante que valores
absolutos desses fatores sdo as variacdes enamtrahto espacialmente como
temporalmente. A tolerancia de grupos taxondmicesracdo nas condicbes ambientais €
essencial na determinagéo da estrutura e funciartande comunidades (Krasheviséhal,
2012).



Fatores climéaticos, como sazonalidade da precgita direcionam processos
ecossistémicos por modificarem a disponibilidadeadaa e a ciclagem de nutrientes. A
variacdo da disponibilidade natural de 4gua no embitem consequéncias significativas para
0 estoque de carbono no solo (Austiral, 2004), para producao primaria e decomposicao da
matéria organica (Krasheviska al, 2012), e para os padrdes de atividade biold@eap
et al, 2004, 2005; Loilet al, 2004). A sazonalidade da precipitacdo ja foi #guae como um
fator direcionador da perda de biomassa na seedgilem pastagens, florestas temperadas e
florestas tropicais, principalmente pela modifieagk estrutura e atividade da comunidade
microbiana (Swiftet al, 1979; Austin & Vitousek, 2000; Epsteet al, 2002; Lensing &
Wise, 2007; Bachaat al, 2010).

As comunidades microbianas, como componentes fMedi@is do ecossistema,
apresentam papel critico no metabolismo da matérganica e nas transformagfes
biogeoquimicas dos elementos, como observado egdixde M (Atlas & Bartha, 1998;
Madiganet al, 2000). A microbiota do solo é a principal resgorel pela decomposicdo dos
residuos organicos, pela ciclagem de nutrientegle fluxo de energia entre o0 solo e o
ambiente circundante, exercendo influéncia tanttraresformacéo da matéria organica, como
na estocagem do carbono e nutrientes mineraisi(gemk& Ladd, 1981).

Em ecossistemas meésicos, assim como em ambigides & semiaridos, a atividade
da microbiota € altamente sincronizada com asagmde agua no solo (Huxmaat al, 2004,
Collins et al, 2008; Austin, 2011). Respostas rapidas da catadei microbiana do solo a
entrada de 4gua normalmente resultam em aumerdss qstantaneos de mineralizacdo de C
e N (Degens & Sparling, 1995), seguidos por mudanga razdo C:N disponivel na
comunidade microbiana do substrato, que leva a wompensagcdo no balango entre
imobilizacdo do nutriente e sua mineralizagdo (Ap@98; Austinet al, 2004).

No Cerrado, a sazonalidade natural da precipitéagédném é vista como um fator
importante em processos ecossistémicos que ocareelyioma (Butleret al, 2004). Essa
sazonalidade apresenta efeito direto sobre a cogdoosbiomassa e atividade de
microrganismos do solo de matas de galeria, quesaptam respostas bem distintas na
estacdo seca e na estacdo chuvosa (Mendes & Viv20@il, Mendeset al, 2012).

Particularmente, a influéncia da transicdo enttagégs seca e chuvosa sobre processos que



ocorrem no solo ja foi estudada em areas de pastagerrado, através de adicdo artificial de
agua. Esses estudos mostraram que a entrada dex@gado resulta em alteracdes a curto
prazo nos fluxos de C e N e em aumento na biomassabiana e na diversidade em
comunidades bacterianas, principalmente nas pa@i4 horas apds a entrada de agua (Pinto
et al, 2002, Varellaet al, 2004, Pintcet al, 2006). Em matas de galeria ndo ha registros de
estudos desse tipo e, apesar de serem poucodakdssobre diversidade microbiana nessa
fitofisionomia (Araujoet al, 2012), a sazonalidade ja foi vista como impdeatirecionadora

de mudancas na biomassa e atividade microbianaladendes & Vivaldi, 2001; Mendes

et al, 2012).

Aléem do fator climatico, caracteristicas edafieastopograficas também podem
influenciar a dindmica da microbiota do solo. Coidades microbianas sdo sensiveis a
mudancas no conteddo de agua do solo, tanto telmori@ como espacialmente, e séo
capazes de responderem rapidamente a alterac@sireor de umidade (Krashevskaal,
2012), influenciando processos ecossistémicos aeoomposicdo da serapilheira e ciclagem
de nutrientes (Stark & Firestone, 1995; Bamfor00 7).

As propriedades fisicas e quimicas de solos dasrdg galeria diferem de solos de
outras fitofisionomias do Cerrado em decorrénciaatpme hidrolégico e da topografia do
substrato (Silva Janior, 1995; Haridasan, 1998k Blieeas proximas a corpos d'agua, solos
hidromérficos sazonalmente inundaveis (Gleissolosn altas concentracdes de matéria
organica sao frequentemente presentes (Reatth, 2008) em oposicao a solos lateriticos
bem aerados (Latossolos) encontrados nos camposieas do Cerrado (Neufeldt, 2006).

Matas de galeria apresentam um gradiente topogra longo do qual ha grande
variacdo do teor de umidade do solo (Silva Jurli®g5; Silva Janior, 2001). A literatura
cientifica enfocada na relacédo entre vegetaca@ectms da topografia em matas de galeria
tem apontado um tipo de gradiente topografico gudieciona de fora para dentro da mata
(borda da mata de galerta meio—> margem do cOrrego), como previamente identifigamio
Silva Junior (1995). Esse gradiente caracterizpeseapresentar terrenos mais elevados na
porgdo borda, onde frequentemente ha uma intecfameoutras fisionomias e, por outro lado,
terrenos mais baixos na por¢ado margem, mais préxar@irso de agua.



O gradiente topografico entre a borda da mata argem do cérrego pode ocasionar
uma significativa variagdo na profundidade do Iénigeatico, levando-o a uma maior
superficialidade na margem e maior profundidadbarda, influenciando o nivel de saturacdo
hidrica do solo de maneira distinta nas diferemes;des da mata. Como consequéncia,
efeitos sobre a composicao floristica e estrutaraetjetacdo presente ao longo do gradiente
topografico sdo observados em decorréncia dasedites tolerancias hidricas e caréncias
nutricionais apresentadas pelas espécies (Sihvia+J@001; Botrelet al, 2002, Pintoet al,
2005).

1.5 Fogo no Cerrado: efeitos sobre comunidades mafsianas do solo

Além de caracteristicas climaticas e edaficasudies de frequéncias variadas, como
gueimadas, também tem papel relevante na composichsiribuicdo de espécies, tanto da
flora e da fauna, como da microbiota. O fogo pod®/gcar uma série de modificacbes de
natureza fisica, quimica e biolégica no solo, ppalcnente por influenciar os ciclos
biogeoquimicos e a estruturacdo das paisagensaédie do pH, aumento da fonte de carbono
e oxidacdo da matéria organica sdo algumas consagaéda passagem do fogo (Deka &
Mishra, 1983; Santost al, 1992), que pode alterar ainda a umidade do soloazéo de
mudancas nas taxas de infiltracdo e de transpiragiporosidade e na resisténcia do solo a
agua (Lloyd, 1972; Sharrow & Wright, 1977; Mall&¢ al, 1984; Hernaniet al, 1987;
Meirelles, 1990; Santcet al, 1992; Leite, 1996).

Em curto prazo, o fogo altera diretamente a compos a atividade de comunidades
microbianas ao selecionar as espécies mais tadsrantaltas temperaturas (DeBagtoal,
1998apudNearyet al, 1999). Bactérias costumam ser mais resistemteslar que fungos,
tendendo a apresentar maior abundancia relativadiataenente apdés queimadas de
intensidade moderada (Pietikainen & Fritze, 198).entanto, o fogo apresenta-se como um
fator de grande importancia ao acelerar a remizeggo da biomassa e a transferéncia dos
nutrientes nela existente para a superficie do sol a forma de cinzas. Essa rapida

disponibilizacéo, as raizes e a microbiota, deiente#s que estavam imobilizados na palha
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seca e morta (Ramos & Rosa, 1996; Coutinho, 200@¢ ger um fator importante para uma
rapida recuperacao da comunidade microbiana amige/de queimada.

O fogo tem um papel importante na histéria evetutde florestas tropicais. No
Cerrado, ele € um fendbmeno natural que ocorre faoima estacdo chuvosa, sendo um
importante fator ecolégico ha milhares de anogju@ a ocorréncia de queimadas no bioma
vem sendo relatada desde 32.000 anos antes doteréSalgado-Laboriau & Ferraz-Viantini,
1994). Com a ocupacao do bioma pelo homem, aagédz do fogo como ferramenta no uso
da terra modificou o regime de queima, que atuaieneoorre com mais frequéncia no auge
da estacdo seca (Frost & Robertson, 198/Bsse periodo, incéndios acidentais e severos
ocorrem com frequéncia e se espalham com facilidaela presenca abundante de
combustivel seco. No entanto, devido a distribuie§pacial heterogénea da severidade do
fogo, solos naturalmente queimados aparecem comsaiomocadtico de areas pouco afetadas
sendo alternadas com outras seriamente impactattatogo (Rab, 1996).

Em decorréncia da agdo antrépica, o fogo tem edxhn ambientes com menor
probabilidade de queima, como florestas tropicaisgaatoriais (Crutzen & Goldammer,
1993). No caso das matas de galeria, a aproximadgdabanizacdo e a utilizacdo de areas
adjacentes as matas para plantio e criagdo de tgad@carretado em sérios danos a essa
vegetacdo ribeirinha, que sofre com queimadas destadas. Nessas florestas o fogo
normalmente extingue-se em sua borda (Felfili, J39Sua propagacédo para o interior da
mata é desfavorecida pelo microclima mais Umidenémlo pela floresta. No entanto, em
situacdes de seca extrema, queimadas muito inte@®asapazes de ultrapassar as bordas
dessas matas, atingindo seu interior (Felfili, 3997

Apesar de serem poucos 0s estudos sobre a adapgw@géatas de galeria a queimadas,
sabe-se que a existéncia desse tipo de disturbibardas da mata permite a coexisténcia de
espécies tolerantes ao fogo e espécies sensiedts ao interior da mata, contribuindo para
uma maior diversidade de espécies vegetativasaldatflorestas riparias (Kellman & Meave,
1997; Kellmaret al, 1998). No entanto, matas de galeria ndo est@iaupos mesmos niveis
de estresse hidrico e frequéncia de queimadasvaldsesr nos campos e savanas do bioma
(Felfili, 1995) e, por isso, pouco se sabe sobmeflaéncia desses eventos sobre processos

ecologicos e comunidades microbianas que delesiparh.
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2. Objetivos

Comparar a diversidade de bactérias presentesobms de matas de galeria do
Cerrado, considerando as variacdes temporais (@#dade da precipitacdo, entrada de
nutrientes) e espaciais (gradiente topograficojsaidbios (incéndio acidental), por meio de

analises moleculares utilizando a metodologia PCRAR

| - A variagcdo temporal sera avaliada:

a) comparando-se amostras de solo coletadas tagdes seca e chuvosa e transicoes
entre estacoes;

b) simulando a primeira chuva apo0s estacdo sewampio do estabelecimento de
experimento com adicdo de agua e nutrientes nodsoloma mata de galeria, e comparando-
se amostras de solo coletadas antes e em difetentpss amostrais ap0s a adicdo de agua e
nutrientes;

¢) comparando amostras de solo coletadas apdwiocécidental, que atingiu todas as
areas amostrais, ocorrido em setembro de 2011 dégecransicdo entre estacfes seca e

chuvosa) com amostras coletadas em época corresgentb ano anterior ao incéndio.

Il - A variacdo espacial seré avaliada:

a) comparando-se amostras de solo coletadas ererté#s porcdes do gradiente
topografico das matas, seguindo a divisdo em dorasitidades de acordo com a composi¢ao
floristica: seca e umida (Silva Junior, 1995);

b) comparando-se amostras de solo coletadas ajpégradio acidental nas trés matas
e seguindo a divisdo em duas comunidades de acoroa composicao floristica: seca e
Uumida (Silva Junior, 1995).

3. Hipoteses

Quanto ao efeito da sazonalidade e da simulac@ardaira chuva apos estacéo seca:
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H1: As comunidades bacterianas apresentam diferentés ge diversidade em funcéo

da sazonalidade de precipitacao.

H2: O perfil de diversidade bacteriana se diferenpi@saadicdo de agua e nutrientes no

solo.

H3: A alteracdo do perfil de diversidade bacterian@aés pronunciada uma hora a um dia
apos adicao de agua e nutrientes no solo, voltarukdrdes iniciais (de antes da adicdo)

depois desse periodo.

H4: O perfil de diversidade bacteriana nas parcela® drouve apenas adicdo de agua é

distinto do encontrado nas parcelas que recebggamenutrientes.

Quanto ao efeito da topografia das matas de galeri
H5: Os perfis de diversidade bacteriana se diferenaiarongo do gradiente topogréfico,
sendo essa diferenca mais acentuada na estacd@peca na qual o teor de umidade do

solo apresenta maior variagao ao longo do gradieptegrafico.
Quanto ao efeito do incéndio acidental:
H6: O fogo, ao promover diminuicdo da matéria orgaeican aumento transiente do pH

e da disponibilidade de nutrientes em zonas ripaf@ertini, 2005), resulta em

modificagbes no perfil das comunidades bacteridpnaslo de matas de galeria.

4. Areas de estudo

As éareas de estudo encontram-se na Reserva Emoldgi Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (RECOR / IBGE), localizadzb km ao sul do centro de Brasilia, DF,
km 0 da BR — 251 (I555' S, 47 51’ W), a uma altitude média de 1100 m, ocupanaea u

area de 1350 ha. O clima é classificado como Awsificacdo de Kbdppen), ou seja, €

tropical, com duas estacGes bem definidas: sed¢aesa. A precipitacdo anual média esta
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entre 1100 a 1600 mm e a estacdo seca normalmeatee eentre os meses de junho e
setembro.

A precipitacdo na RECOR durante o periodo de estuapresentado na Figura 2. No
periodo a que se refere o presente estudo (setatrl2010 a setembro de 2011), o més de
maior volume de precipitacdo foi dezembro de 203P1(mm) e os mais secos foram
setembro de 2010 e junho, julho e agosto de 20&semnos quais nao houve registro de
precipitacao.

Em setembro de 2011 (final da estacdo seca), emcarm incéndio acidental que
atingiu uma parte significativa da RECOR, afetaimidusive todo o perimetro das areas

amostrais do presente estudo. Na figura 2, aiseéieai 0 més em gque ocorreu a queimada.

350
300 A —
250 —
200 A
150 ~ —

100 A l

50 A

Precipitacdo (mm)

—l
| T T T T T T T T T T T

N Wb
?&m "@ \10 6@‘“ m%\"&x SO \,@ s 10;31@

Mese:
Figura 2. Dados pluviométricos (mm) da Reserva Ecologica
do IBGE no periodo de estudo, entre setembro d® 201
setembro de 2011. A seta indica periodo em querexca

gueimada acidental na RECOR.
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Na RECOR, encontram-se cinco corregos denominaflaguara, Roncador,
Escondido, Pitoco e Monjolo, que sustentam 104eéh®dtas de Galeria. Os trés ultimos sao
tributarios do cérrego Roncador, que desembocadme@o Taquara e que, por sua vez, corre
para fora da Reserva até alcancar o Corrego do Qamaos formadores do Lago Paranoa
(Figura 3). As trés matas utilizadas neste estadant as dos corregos Pitoco, Monjolo e
Taquara, tendo sido selecionadas por¢des ndo ineisddessas matas para o estabelecimento

das areas amostrais.
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{ 6/Saoc Sebastiao

Figura 3. Localizacdo da Reserva Ecolégica do IBGE (RECOR) no
Distrito Federal (O ) (A) e Sub-Bacia do Corregaquara (B)

indicando as areas de estudill( ) que se looalies matas de galeria
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dos corregos Pitoco, Monjolo e Taquara dentro dE®E. Fontes:
Imagem GeoEye/Google Earth (2012) e

www.recor.org.br/cerrado/hidrografia

A mata do Pitoco ocorre na por¢ao nordeste davassobre Latossolo Vermelho na
maior parte de sua area (Figura 3-B). A mata € faaga na cabeceira (160 m), onde o

coérrego forma uma cascata, tornando-se mais est(@®0 m) na foz, com manchas

espalhadas de solos encharcados mais abaixo. gredigoé moderadamente inclinada (Silva
Junior, 2001) (Figura 4-A).

Figura 4. Fotos das matas de galeria dos cérregos Pitocavi@gjolo (B) e Taquara (C) na

Reserva Ecologica do IBGE, Brasilia - DF.

A mata do Monjolo localiza-se ao lado da mata ttiocB (Figura 3-B). Ambos correm
na direcdo sul, encontrando-se antes de se junt@wecdrrego do Roncador. A mata possui
120 a 160 m de largura ao longo de sua extensdeit@®ddo corrego é bem definido, ndo
apresentando areas encharcadas. O solo predoméant@tossolo Vermelho, com algumas
manchas de Latossolo Vermelho-Amarelo com aflordosede plintita. A topografia € plana
na cabeceira e tende a ficar mais inclinada a fjeg&gura 4-B).

A mata do Taquara esté localizada na por¢do sudiesReserva (Figura 3-B). Sua

cabeceira é caracterizada pela presenca de basrgnedormam um leito com cerca de 3 m
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de profundidade (Figura 4-C). A jusante, a areaat@e mais plana e o leito torna-se bastante
raso até perder seu caminho, com a agua espallsana-superficie do terreno. Ali domina a
Taquara Qlyra taquaraSwaller), que divide a area com alguns individuessdmambaias
arbéreasCyatheasp.) e poucos individuos de arvores de outras eEspdc area ocorre sobre
Latossolo, com manchas ricas em célcio e com aflentos de plintita. Grande parte desta
area estad em terras planas a suavemente onduRel@irdet al. 1989; 1993; Silva Junior
1995), havendo uma topografia mais acentuada nacemb. A tabela 1 sintetiza as

caracteristicas mais relevantes de cada mata eeagpara o presente estudo.

Tabela 1. Localizacdo, caracteristicas edaficas, largurapedrafia das matas de galeria dos
corregos Pitoco, Monjolo e Taquara, RECOR, Bragika

PITOCO MONJOLO TAQUARA
Localizagéc Porcdo nordeste ¢ Por¢gdo  nordeste « Porcdo  sudeste
RECOR RECOR (préxima aoRECOR
Pitoco)
Caracteristica Predomina Latossol Predomina Latossol Predomina  Latossol
edéfica Vermelho na porg¢doVermelho com manchascom manchas ricas em

seca e Gleissolo maigde Latossolo Vermelho-calcio e aflorac6es de

préximo ao corrego Amarelo plintita
Largura Mata mais larga n Largura varia entre 120 Mata mais estreita r
cabeceira do co6rregol60 m cabeceira (< 100 m)

(120 m — 160 m)

Topografia Moderadament Planana cabeceira e me Acentuada na cabece
inclinada inclinada a jusante do corrego

Silva Junior (1995), ao realizar levantamento dasmposi¢bes floristica e
fitossocioldgica e das propriedades do solo dasd/dé Galeria dos corregos Pitoco, Monjolo
e Taquara, identificou trés comunidades floristidasacordo com a posicdo no gradiente

topografico. comunidade Umida (margem do corregodmunidade intermediaria e
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comunidade seca (borda da mata) (Figura 5). Oftades apresentados por Silva Junior para
as trés matas mostraram que as comunidades consstéoram significativamente diferentes

entre si ha maioria das suas caracteristicas sisicquimicas, em especial as comunidades
seca e Umida de cada mata. O autor verificou diaglar maior relacdo entre as comunidades
de solos Umidos das trés matas do que as comusidadslos Umido e seco de uma mesma

mata.

Gmida intermediaria

comumidade

Figura 5. llustracdo indicando a divisdo de uma mata de

galeria em comunidades Uumida, intermediaria e seca.

Em todas as amostras de solo das matas de gateRitoco, Monjolo e Taquara a
textura foi classificada como argilos& (35% de argila). No Pitoco, o solo da comunidade
seca apresentou maior porcentagem de argila gamanidade Umida, enquanto no Taquara
registrou-se o inverso, com o0 solo da comunidada& sendo menos argiloso que o da
comunidade Umida. Na mata do Monjolo ndo houveraliiga significativa entre as

comunidades quanto a textura de seus solos (Tapela
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Tabela z. Médias das porcentagens de argila e silte no sado d
comunidades Umida e seca das matas do Pitoco, Manjtaquara
(Silva Junior, 1995).

Mata/Comunidade
TGE(),;E l)”a i Pitoco i Monjolo i Taquara
Umida Seca Umida Seca Umida  Seca
Argila 494 575 56,6 54,8 55,6 45,3
Silte 190 19,0 16,6 16,1 16,9 16,7

5. Desenho experimental

5.1 VariagOes sazonais e espaciais da diversidadeteriana do solo

O estudo foi conduzido nas matas de galeria doegds Pitoco, Monjolo e Taquara,
cuja descricdo encontra-se no item “Areas de e&tidwa o delineamento experimental desse
capitulo, cada mata de galeria foi dividida de dsocom as comunidades floristicas
determinadas pelas caracteristicas edéficas ertffpag das matas, como proposto por Silva-
Janior (1995). Como a regido escolhida da mataatpdra apresentava largura muito estreita
e de dificil identificacdo da comunidade intermediaoptou-se pelo estudo apenas das
comunidades umida e seca de cada mata.

Foram demarcados dois transectos de 50 m paradaescorregos, sendo um
estabelecido na comunidade seca e outro na conaenittaida das matas. Em cada transecto,
foram delimitadas parcelas de 1 x 1 m, nos pontags @5 m e 50 m. Dentro das parcelas
foram coletadas cinco amostras de solo para asesd@uimicas, fisicas e bioldgicas, e uma
sexta amostra para analise do teor gravimétriceoltm de acordo com o descrito no tépico

“Coletas e analises laboratoriais” (Figura 6).
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Figura 6. Desenho esquematico da disposicdo dos
transectos e parcelas nas comunidades Umida edasca
matas de galeria do Pitoco, Monjolo e Taquara, RECO
Brasilia - DF.

As areas selecionadas foram amostradas no peiddosetembro de 2010 e maio de
2011, para que se pudesse abranger as estacoesctenesa e 0s periodos de transicao entre
elas, seca/chuvosa e chuvosa/seca. As datas da dale amostras estdo apresentadas na
tabela 3. As areas também foram amostradas duasnasnapos incéndio acidental que
ocorreu nos dias 8 e 9 de setembro de 2011, époaeterizada como transi¢cao entre estacdes
seca e chuvosa, com a intencdo de identificar ypEisséfeitos do fogo sobre a comunidade
bacteriana do solo das matas de galeria queimadas.

Tabela . Datas de coletas de amostras compostas de
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solo nas matas do Pitoco, Monjolo e Taquara darRese
Ecolégica do IBGE.

Estacéo Data

Seca 03, 06 e 08/09/2010
Transicéo seca/chuva 08/10/2010
Chuvosa 20/12/2010
Transi¢do chuva/seca 06/05/2011

Pés-fogo (Transigdo seca/chuva) 22/09/2011

5.2 Efeito de curto prazo da adicdo de agua, nitr@mio e fésforo sobre as

comunidades bacterianas do solo

Para verificar os efeitos dos primeiros eventopra@eipitacdo apos a estacdo seca na
estrutura das comunidades bacterianas do soloxpetimento com adicao artificial de agua,
nitrogénio e fésforo foi desenvolvido na comunidameida da mata de galeria do cérrego
Pitoco (RECOR, Brasilia, DF) entre os dias 28 ed@0setembro de 2010. Ao longo da
comunidade Umida da mata de galeria do cérregatdodPforam estabelecidas trés parcelas,
distando 25 m umas das outras, as quais foramidi@dem quatro subparcelas com
dimensdes de 50 cm x 50 cm, onde os tratamentasifaplicados (Figura 7). No primeiro dia
do experimento (28 de setembro), foram adiciondd®s L de 4gua (equivalente a 5 mm de
precipitacdo) nas subparcelas. Dentro de cadalpasese subparcelas receberam tratamentos
diferenciados: adicdo de agua destilazuf); adicdo de agua + amoéniN){ adicdo de agua
+ fosfato P); e adigdo de agua + amonridosfato N+P). (Figura 7).

Segundo Parron (2004), ao final da estacdo secanhaconcentracdo de 35 pg/L de
PO,% e 1,3 mg/L de Nuf na solucdo obtida com a lixiviagdo da serapilh@irelui deposicéo
atmosférica e lixiviacdo do dossel) apos as priesethuvas na comunidade Umida da mata do
Pitoco. A adicdo dos nutrientes as subparcelas dsepte experimento seguiu as
concentracdes determinadas pela autora em 1,28ndptcomo fonte de amoénio NEl e
como fonte de fosfato NaRQO,. No momento da aplicacdo dos tratamentos, refeoa
serapilheira que se encontrava sobre o0 solo pata ewe a adgua adicionada ficasse retida
sobre a vegetacdo morta ou ainda que, com a lpéduiaa serapilheira no momento da adigédo

de agua, houvesse maior entrada de nutrientedmd@gue o desejado.
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Figura 7. Desenho esquemaético da

disposicao das parcelas e
subparcelas empregadas no
experimento instalado na
comunidade Umida da mata de
galeria do Pitoco, RECOR, Brasilia,
DF, durante o periodo de 28 a 30 de
setembro de 2010. Dentro de cada
parcela, as subparcelas receberam
tratamentos diferenciados: adicéo de
agua destilada agua); adicdo de
agua + amoniol); adicao de agua
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+ fosfato P); e adicdo de agua +
amoniot fosfato N+P).

As coletas de solo foram realizadas antes daag@lccdos tratamentos e uma hora, 24
horas e 48 horas ap0s a adicao de agua e nutrisntsbparcelas do experimento. Em cada
subparcela, foram coletadas cinco amostras de(8el® cm de profundidade) para analises
biolégicas e de concentra¢cdes de fésforo disponii«@moniacal e N-nitrico, e pH em agua e

CaClb, e uma amostra para medicdo do teor gravimétrico.

6. Coletas e analises laboratoriais

Cinco amostras de solo foram coletadas dentrcada parcela do estudo, tendo sido
posteriormente juntadas para formar uma amostrgasta. As amostras foram coletadas com
tubos de PVC com 5 cm de didmetro em profundidandies €-10 cm, onde se encontra a
maior atividade de microrganismos do solo.

Apés as coletas, em campo, as amostras destireslaanalises moleculares e
determinagdo do pH foram acondicionadas em saéssiqus e mantidas refrigeradas. Para
determinacdo do conteddo gravimétrico, as amoduesn acondicionadas em latas de
aluminio e vedadas.

Em laboratorio, as amostras de solo foram peneiradapeneira com malha de 2 mm
e fracionadas. As fracdes utilizadas para detegimale pH e parametros fisico-quimicos
foram secas a temperatura ambiente para poster@ise aquelas destinadas a analises

moleculares foram congeladas em freezer a -20 °C.
6.1. Determinacédo do teor de umidade do solo
O teor de umidade do solo foi obtido pelo métodavignétrico, que determina o

percentual de agua entre o peso do solo frescace (8VIBRAPA, 1997). Em todas as

coletas, foram retiradas amostras de solo, na mdafade de 0 — 10 cm, dentro das parcelas
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estabelecidas. Em laboratério, procedeu-se a pmsdgesolo umido (peso fresco), secagem

em estufa a 105° C por 72 horas e pesagem doewbdq(|3eSo Seco).

6.2. Determinacéo do pH

Dez gramas de solo previamente secos a tempenbeente foram utilizados para
determinacdo do pH em agua e em solucao de,@@0OIL M) na proporcdo 1:2,5. Apés a
agitacdo com bastdo de vidro e repouso por uma lfmiraealizada a leitura do pH com

auxilio de um potenciémetro.

6.3. Determinacédo das concentracfes de N-nitrico {NO3) e N-

amoniacal (N-NH;")

As concentragbes de N-nitrico e N-amoniacal nasstias de solo fresco foram
determinadas ap0s extracdo com 25 ml de KCI 1M, agitacdo por 60 minutos e filtragem
em papel filtro. A concentracdo de nitrato foi det@ada por uma analise
espectrofotométrica direta (absor¢cdo em UV) (Mubyarl996), medindo-se absorbancia da
solucdo extraida nos seguintes comprimentos de @i8anm e 228 nm (cuja diferenca entre
eles é proporcional a concentracdo de N-nitricddp4 nm e 280 nm (a fim de eliminar a
interferéncia de substancias humicas proveniergenatéria organica (Meier, 1991)). Ja para
determinacdo de N-amoniacal foi utilizado teste eeagente Nessler para posterior andlise
em espectrofotdmetro a 425 nm. Todos o0s resultimtas expressos com base em peso de

solo seco a 105 °C. Todas as leituras foram retizam espectrofotdbmetro Spectramax.
6.4. Extracdo de DNA das amostras de solo
A extracdo de DNA total das amostras de solo ita feor meio do kit FastDNA SPIN
(MP Bio) para extragcdo de DNA de microrganismos @&nostra de solo. A extracdo foi

realizada de acordo com o protocolo fornecido B&lcO DNA extraido foi quantificado em

Qubit Fluorometer (Invitrogen) seguindo indicagc@edabricante.
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6.5. Andlise dos perfis das comunidades bacterianas

Perfis da comunidade bacteriana foram avaliadoavédr da técnica de RISA
(Ribosomal Inter Space Analysis), que permite avaliriqueza de comunidades microbianas
através de um perfil de bandas de sequéncias de Bisgiminadas pelas diferencas de seus
tamanhos, dispostas em gel de acrilamida 8%.

O espaco intergénico entre as regides codificadasRiNAs ribossémicos 16S e 23S
foi amplificada a partir de quatro nanogramas, eddiey do DNA extraido do solo seguindo o
método utilizado por Borneman & Triplett (1997).nfistura da reacdo com volume total de
20 pl consistiu de tampédo da Tap polimerase corsesdracao final 1X (Tris-HCI 100 mM
pH 8,4, 500 mM de KCI, 1% Triton X-100), 2,5 mM delgCl,, 2,5 mM de
desoxirribonucleosideos trifosfatados (dNTPs), 2,de Tag DNA polimerase (Phoneutria,
Belo Horizonte, BR) e 5 pmol de cada oligonuclemidOs oligonucleotideos iniciadores
universais utilizados foram 1406F (5° TGYACACACCGCGT 3) e L1IR (5
CAAGGCATCCACCGT 3)). O ciclo de amplificacao utdéido foi 95 °C por trés minutos; 29
ciclos de 60 segundos a 95 °C, 90 segundos a B3r& minutos a 72 °C; e extenséo final de
30 minutos a 72 °C. ApoOs os ciclos, a temperataramiantida a 10 °C até a retirada das
reacOes do termociclador. Trés microlitros da readd amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, que postemdenfoi corado com brometo de etideo.

Apés analisar a qualidade da sequéncia amplifichdaul da reacdo foram aplicados
em gel de poliacrilamida a 8 % e separados poroébeese por cinco horas e meia a 150 V.
Em trés pocos de cada gel de RISA, aplicou-se H&poharcador 1 kb ladder (Invitrogen). O
perfil de bandas referente aos produtos da angujfic por PCR foi visualizado apés
coloracdo com brometo de etideo. A metodologia efgarscdo do perfil bacteriano foi

realizada em replicata.

6.6. Sequenciamento de fragmentos de DNA

Apés as analises dos géis de RISA, foram escollidadas para a identificacdo da

sequéncia. A escolha das bandas foi feita utiliaeselcomo parametro a sua intensidade e
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presenca/auséncia em determinados perfis. O ptotestabelecido por Marshait al. (2003)
foi utilizado com as seguintes modificacdes: paex@séo da banda do gel, utilizou-se uma
lamina de gillete previamente higienizada. A bapeiananeceu em 30 ul de agua MilliQ por
trés dias a fim de liberar o DNA da acrilamida. Amste prazo, uma nova amplificacédo foi
feita utilizando-se os mesmos parametros de PC&itbssanteriormente com a condi¢céo de
substituir o valor equivalente de dgua MilliQ e DNrificado pela agua em que a banda
estava embebida. Apdés amplificacdo, seguiu-se antifjupacdo do DNA em Qubit
Fluorometer (Invitrogen) e a confirmacdo da qualeaa banda reamplificada em gel de
agarose. Por ultimo, realizou-se purificacdoadapliconcom QIAquik PCR Purification Kit
(QIAGEN).

O sequenciamento pelo método de Sanger foi realimadunidade de sequenciamento
do laboratério de Biologia Molecular da Universidade Brasilia. A identificacdo das
sequéncias com o organismo mais similar foi fettampeio do banco de dados NCBI-BLAST

(National Center for Biotechnology Information -d@Local Alignment Search Tool).

6.7. Analise dos resultados

A distribuicdo normal dos dados foi testada atral@seste de Kolmogorov-Smirnov.
Os dados de pH do solo, conteddo gravimétrico dm &gnutrientes foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) para testar diferengasuas médias ao longo do periodo de
estudo, entre por¢cdes Umida e seca das mataseesahprarcelas no experimento de adicdo de
nutrientes. O nivel de significancia adotado foib@8e e utilizou-se o programa R 2.12.1 para
Windows. A fim de identificar possiveis padrbesrmfeiéncia dos parametros fisico-quimicos
sobre as comunidades nos diferentes tempos anspsti@jramas de ordenacdo, gerados por
analise dos componentes principais (PCA), foramsttoidos com o programa PC-ORD
versao 5.12 (McCune & Mefford, 2006).

A andlise dos perfis de bandas dos géis de RISfefdizada utilizando-se o programa
de software BioNumerics versdo 4.5, que cria uma matriz bigpara comparacdes
guantitativas entre comunidades, determinando ésdide similaridade. Utilizou-se o

coeficiente de similaridade DICE (Dice, 1945), qirébui pesos iguais a presenca ou auséncia
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de caracteristica. O agrupamento das amostraseifoi @itilizando-se o método UPGMA
(Unweight pair-group method) (Sneath & Sokal, 18pBdJohnsoret al 2003), que deve ser
aplicado quando se pretende identificar amostraspgovavelmente venham a gerar padroes
de bandas semelhantes (Fromien al, 2002). A partir do algoritmo UPGMA, foram
construidos dendrogramas para ilustrar a relacaosioiaridade entre os perfis das

comunidades bacterianas.

7. Resultados

7.1 VariacOes sazonais e espaciais da diversidadeteriana do solo e efeito do

fogo sobre comunidades bacterianas

7.1.1 Extracdo de DNA e PCR

A guantidade média de DNA obtida apds extracadadéR0 ng/ul, sendo suficiente
para amplificagdo por PCR (Figura 8). No entanteyidb a presenca de grandes
concentracdes de matéria organica no solo das rdatagleria, o0 DNA extraido ndo se
encontrava em condi¢cdes ideais para uma aplicagéta chas reacbes de PCR, devido a
provavel interferéncia de &acidos humicos nas reagizimaticas de amplificacdo. Dessa
forma, fez-se necesséario um passo adicional dec@idudo DNA extraido em agua milli-Q

para que se atenuasse a interferéncia desses ¢ospos

M 12 3 4567 8910

Figura 8. Gel de agarose 1%. Extracdo de DNA. Da esquerda
para a direita: M — marcador 1 kb ladder; 1-3 — stras
comunidade Umida Pitoco; 4-6 — amostras comunidzesta
Pitoco; 7-9 — amostras comunidade Umida Monjolo; 10
amostra comunidade seca Monjolo. Todas as amaitese gel
foram coletadas na estacéo seca.
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Em decorréncia da qualidade do DNA extraido e dassdade do passo adicional de
diluicdo, a amplificacdo por PCR com os primers LdR406F teve de ser repetida varias
vezes a fim de se chegar a um resultado satisfagm que qualidade e quantidade dos DNAs
amplificados fossem suficientes para serem, posteente, submetidos a analise em gel de
poliacrilamida. Na figura 9, sdo apresentados déisagarose 1% com amostras de DNA
amplificados por PCR, cuja qualidade e quantidamtani consideradas satisfatorias para

aplicacédo em gel de RISA.

A) B) C)

M123 45678910111 2 3 4567 8 9101112 M2 3 4 5 6 7 8 91011 12

- e o " iy @ e v -

R SRR I

Figura 9. Géis de agarose 1%. Produtos de amplificacdo p& &t primers L1R e 1406F
de amostras de solo coletadas nas matas do PAQcdénjolo (B) e Taquara (C) durante
estacdo seca (1-6) e estacdo chuvosa (7-12). Dardsgpara a direita: M — marcador 1 kb
ladder; 1-3 e 7-9 - comunidade Umida; 4-6 e 10-t@munidade seca.

7.1.2 Perfis das comunidades bacterianas (RISA) andveis de solo

A andlise dos perfis de RISA 16S-23S rDNA do stds matas do Pitoco, Monjolo e
Taquara mostraram padrdes de agrupamentos entrenmades bacterianas identificaveis
pelos dendrogramas apresentados a seguir. No @nfaram observadas diferencas entre
perfis de triplicatas biolégicas, que muito fregieemente ndo se agruparam no mesituaster

e apresentaram grandes variacdes do indice desdaie.
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I) Mata do Pitoco

Variaveis de solo

A sazonalidade da precipitacdo influenciou de #osignificativa a umidade do solo
da mata do Pitoco (Figuras 2 e 10-a). Na estacéa, se teor de umidade do solo foi
significativamente inferior a todos os outros peo de coleta, chegando a ser 30% menor
gue o registrado na estacdo chuvosa. A comunidaideda mata apresentou teores meédios de
umidade de 16,6 % na estacao seca, 28,6 % nacfiaasseca/chuva, 36,8 % na estacao
chuvosa e 29,5 % na transicdo chuva/seca. Jamanadade Umida, a umidade do solo ao
longo da sazonalidade da precipitacdo foi de 20,da%estacao seca, 39,7 % na transicao
seca/chuva 51,7 % na estacdo chuvosa e 37,4 %nsiclo chuva/seca (Figura 10-a).

O gradiente topografico também influenciou a umédd solo. Na estacdo chuvosa e
na transicdo entre estagfes seca e chuvosa a @midagolo na comunidade Umida foi
superior ao registrado na comunidade seca (Figteg.1

O pH em agua variou entre 3,4 e 4,3, enquanto aB@,@ variacdo foi menor, entre
2,8 e 3,3 (Figura 10-b e 10-c). Nao houve variaggnificativa do pH ao longo do gradiente
topografico da mata, mas houve variacdo sazonalddaunidade seca, o pH em agua na
estacao seca e na transicdo seca/chuva foi segivienente superior ao registrado na estacao
chuvosa (Figura 10-b). Na comunidade Umida, a &stagpca e a transicdo seca/chuva
apresentaram pH significativamente superior aoraasicao chuva/seca. Adicionalmente, 0s
valores de pH em Cagfho pos-fogo foram significativamente superiores @agstrados na
transicdo seca/chuva e na estacdo chuvosa paracaopseca, € superiores a transi¢ao

chuva/seca na porcao umida da mata (Figura 10-c).
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Figura 10. Valores meédios do (a) teor de umidade (%) e (bepHagua e (c) em CaQlas
amostras de solo (0-10 cm de profundidade) colstada comunidades Umida e seca da mata
de galeria do corrego Pitoco nas estacdes secavesihe transicdo entre elas (agosto/2010 a
maio/2011) e apos queimada ocorrida em setembrb/2Z barras verticais representam 0s
desvios padréo, os asteriscos indicam diferengasfisativas entre comunidades Umida e
seca no mesmo periodo amostral (p < 0,05) e asletdicam diferengas significativas entre
as estacdes e transi¢cOes climaticas dentro da messigio no gradiente topogréfico (p <
0,05).
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Os valores de CTC (2,8 a 3,5 cgii®) (Figura 11-b) e as concentracbes de matéria
organica (16,5 a 22,9 dag-Rg(Figura 11-a), magnésio (0,2 e 0,3 caush®) (Figura 11-h) e
alumfnio (de 2,1 a 3,0 cmalm?®) (Figura 11-i) ndo apresentaram diferencas siatifias
entre os periodos de coleta ou em funcéo do grtediepografico.

As concentracdes de potassio variaram entre 5158& mg.dii e as de célcio, entre
0,1 e 0,5 cmeldm®com diferencas significativas no periodo pés-fogoarglo as
concentracdes de potassio e calcio foram de duréds &ezes maiores que as encontradas nas
estacOes seca e chuvosa (Figura 11-f e 11-g). Modsocomunidade seca, as concentracoes
desses nutrientes foram de 1,5 a 2 vezes maioeesajpor¢cado Umida durante a estacdo seca.
No poés-fogo, a concentracéo de célcio também feersor na porgédo seca da mata.

As concentragdes médias de N-N@ N-NH;" no solo da mata do Pitoco variaram
entre 1,3 e 6,0 mg.Kge entre 17,1 e 94,9 mg.kgrespectivamente. As maiores concentracées
de N-NG™ foram encontradas no periodo pés-fogo sendo codids observadas nas estagdes
seca e chuvosa (Figura 11-d). As concentracdes-NelfN foram menores na estacdo seca,
cujos valores foram a metade dos registrados dgd&sthuvosa e um terco das concentracdes
do periodo pos-fogo (Figura 11-e). J& a concerdrdedfésforo disponivel variou entre 4,6 e
10,5 mg.dnt, e as menores concentracdes desse nutriente em ampasicdes do gradiente

topogréafico foram determinadas nas amostras dedestdnuvosa (Figura 11-c).
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Figura 11. Valores médios de (a) matéria organica (MO) (dab.kp) capacidade de troca
catidnica (CTC) (cmeldm®), (c) fosforo (mg.dri), (d) potassio (mg.dt), (e) N-nitrico
(mg.kg"), (f) N-amoniacal (mg.kg), (g) célcio (cmaldm®), (h) magnésio (cmgdm®) e (i)
alumfnio (cmal.dm®) no solo (0-10 cm de profundidade) das comunidaueisla e seca da
mata de galeria do cérrego Pitoco nas estacdesesgltavosa, e apds queimada ocorrida em
setembro/2011. As barras verticais representamessiat padrdo, os asteriscos indicam
diferencas significativas entre as comunidades @mideca dentro de um mesmo periodo
amostral (p < 0,05) e as letras indicam diferersjgsificativas entre as estacdes e pds-fogo
dentro da mesma posicdo no gradiente topografieod(p5).

Variacdes sazonais e espaciais da diversidade bange
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Na mata do corrego Pitoco, os perfis bacteriangssdts coletados nas estacdes seca
e chuvosa apresentaram um agrupamento influenc@dwipalmente pelo gradiente
topogréfico (Figura 12). No dendrograma houve fa@oade pequenos grupos compostos por
comunidades de bactérias pertencentes, em suaianaomesma posicdo no gradiente
topografico, com indices de similaridade que variarentre 80 e 88%. Por outro lado, a
similaridade entre perfis de porcdes distintas i@alignte topografico variou entre 63 e 85%
(Figura 12).

J& na comparacdo entre transi¢cdes seca-chuvava-sbca 0s agrupamentos entre
perfis bacterianos foram mais influenciados pelzosalidade da precipitacdo, ndo sendo
perceptivel o efeito do gradiente topografico (Figli3). A maioria dos perfis da transicéo
seca-chuva se agrupou com coeficientes de sinaldeiéntre 86 e 95%, exceto por dois perfis
de porcdes distintas do gradiente topografico gpeesgantaram apenas 20 a 40% de
similaridade com o restante da arvore hierarqusaperfis da transicdo chuva-seca também
formaram agrupamentos esparsos com coeficientesndiridade que variaram entre 47 e
100%. Perfis de diferentes transicoes estacionpissantaram variagdo dos indices de
similaridade entre 46 e 92% (Figura 13).
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Figura 12. Dendrograma (UPGMA) dos perfis das comunidadesbaaois presentes nos solos da mata de galerigéodo,”em
duas posicdes do gradiente topografico (comunida se€omunidade imida) e em diferentes periodsaztmalidade de

precipitacdo (estagéo seca e estacdo chuvoseggmudid o coeficiente de similaridade de DICE.
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Figura 13. Dendrograma (UPGMA) dos perfis das comunidadesbaoias presentes nos solos da mata de galerigodo,R”em
duas posi¢cdes do gradiente topografico (comunida seomunidade amida) e nas transicoes entrédestaca e estacdo chuvosa

e entre estacao chuvosa e estagcao seca, utiliparaificiente de similaridade de DICE.
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Efeitos do incéndio acidental sobre a diversidadetériana

No periodo ap6s incéndio acidental, época correfgue a transicdo entre estacdes
seca e chuvosa de 2011, observou-se ainda infau@ucigradiente topografico sobre as
comunidades de bactérias do solo, havendo sepatas@mostras das comunidades seca e
Umida. Apo6s o incéndio, os perfis da por¢do umiglandta foram mais similares entre si
(93 - 96%) do que os perfis da porcéo seca (626)8s perfis da porgdo Umida da mata
apresentaram 62 a 89% de similaridade com os plrfmrcéo seca (Figura 14).

Na comparacao entre os periodos pés-fogo e agéanentre estacdes seca-chuva
do ano de 2010 (Figura 15), houve uma separacidia eittre as comunidades de bactérias
provenientes desses dois periodos. A similaridatte perfis apds a queimada (65 a 90%)
foi superior a similaridade entre perfis da trasigeca-chuva (15 a 87%). Os perfis do
periodo pos-fogo apresentaram entre 15 e 72% dasdade com os perfis da transi¢ao
seca-chuva (Figura 15). Houve ainda influénciardifeiada do gradiente topografico antes
e apos o incéndio. No periodo anterior ao incénédmhouve formacéo de grupos de perfis
de acordo com a posi¢cdo no gradiente topograficqueo se mostrou bem diferente no
periodo pés-fogo, onde o gradiente topogréaficafoifator preponderante no agrupamento

das comunidades bacterianas (Figuras 13, 14 e 15).
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Figura 14. Dendrograma ilustrando a relacdo de similaridad®@3MA com coeficiente de DICE) entre perfis das coitades
bacterianas presentes em solos da mata de gadePidodo em duas posi¢cdes do gradiente topogr&fmounidade seca e

comunidade umida) duas semanas ap0s queimadatatioeorrida em setembro de 2011.
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Figura 15. Dendrograma ilustrando a relagéo de similaridadeGMA com coeficiente de DICE) entre perfis das coiades
bacterianas presentes em solos da mata de gaterRitato em duas posicbes do gradiente topogrdtiomunidade seca e
comunidade Umida) e na transicdo entre estacfaseseituvosa de 2010 e de 2011, sendo que no segoodes coletas de solo

foram realizadas duas semanas apés queimada atidenmtrida na mata.
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[I) Mata do Monjolo

Variaveis de solo

Na mata do Monjolo, o teor de umidade do solo s®u diferencas significativas
entre periodos de coleta, o que néo ocorreu eifitr@tes posicdes do gradiente topografico.
Na comunidade Umida, o solo apresentou teores mié@bBoumidade que variaram entre
16,0 % na estacao seca e 35,7 % na estacao chtraveado diferencas significativas entre
os periodos amostrados. Na comunidade seca, de¢aanidade do solo variou entre 10,0 %,
na estacdo seca, e 28,9 % na estacdo chuvosalgseqoe apresentaram teores de umidade
estatisticamente diferentes. Nas coletas refereidesansicdes entre estacdes, incluindo o
pos-fogo, as amostras apresentaram valores inté@rnosdde umidade no solo (Figura 16-a).

As comunidades seca e Umida da mata do Monjolobdéam ndo diferiram
significativamente quanto ao pH do solo. O pH emagariou entre 3,6 e 4,3, sendo que as
médias mais baixas foram determinadas na estagdmsdn O pH na comunidade seca foi
significativamente inferior na estacdo chuvosa doacomparada a estacdo seca. J4 o pH
medido em CaGlvariou de 3,2 a 4,0. No periodo pos-fogo, tantoraunidade seca como a
comunidade Umida da mata apresentaram valoredicigiviamente superiores aos registrados

antes do incéndio acidental (Figura 16-b e 16-c).
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Figura 16. Valores médios do (a) teor de umidade (%) e (bepHagua e (c) em CaClas
amostras de solo (0-10 cm de profundidade) colstada comunidades Umida e seca da mata
de galeria do corrego Monjolo nas estacfes sebawwsa e transicao entre elas (agosto/2010
a maio/2011) e apos queimada ocorrida em setenfldrb/2As barras verticais representam o0s
desvios padrao e as letras indicam diferencasfisigtivas entre as estacdes e transicoes

climaticas dentro da mesma posi¢ao no gradientggtéfico (p < 0,05).
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A concentracdo de matéria organica (MO) e a cdpédeide troca catidnica (CTC) do
solo apresentaram diferencas significativas erdrelumas por¢des do gradiente topogréfico,
porém ndo variaram entre as estacfes. A conceotdEdO da comunidade seca variou
entre 24 e 35 dag.Kg sendo os valores significativamente superiores de comunidade
umida (11 a 16 dag.Ky tanto na estacéo chuvosa como apds o incéndiceda(Figura 17-a).

O mesmo foi observado para a CTC, com variacdce éh8 e 5,7 cmgdm?® e média
significativamente superior na comunidade seca emparacdo com a Umida durante a
estacao chuvosa (Figura 17-b).

A concentracdo de célcio na comunidade seca (0,2 emal.dni®) foi de cinco a dez
vezes inferior a da comunidade Umida (2,0 e 2,4lcdm®), independente do periodo
amostrado (Figura 17-g). As concentracdes de potéasiminio e magnésio nao diferiram
significativamente em fung&o do gradiente topogeafimas sim em funcéo da sazonalidade de
precipitacdo ou do incéndio acidental. As concedta de potassio variaram entre 53,7 e
191,7 mg.drif e aumentaram de duas a quatro vezes no periodfpgmem relacdo as
estacdes seca e chuvosa (Figura 17-f). A concé&atrde aluminio no solo variou entre 1,2 a
3,0 cmol.dm®. Na comunidade Umida, a concentracdo de alumbiisifnificativamente
superior na estagcdo seca em relacdo ao pés-fogargFL7-i). Por dltimo, a concentracdo de
magnésio variou entre 0,2 e 1,5 cpwh® e ndo diferiu significativamente ao longo do
gradiente topografico ou em fun¢do da sazonalidaderecipitacdo ou do incéndio acidental
(Figura 17-h).

As concentracdes de fésforo variaram entre 4,9, mg.dri, e os valores medidos
no periodo pés-fogo foram até quatro vezes sugsraos registrados na estacao chuvosa para
a comunidade Umida da mata (Figura 17-c). A conaefid de N-N@ variou entre 1,2 e 5,7
mg.kg". Na estacdo seca encontraram-se as menores gagdestque foram até trés vezes
menores que na estacdo chuvosa e no periodo po$Hgyra 17-d). Ja a concentracdo de N-
NH," foi significativamente menor na estacio seca empeaoacido a chuvosa e ao periodo

pos-fogo, tendo apresentado uma variacdo de 199®ang.kd (Figura 17-e).
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Figura 17. Valores médios de (a) matéria organica (MO) (dab.kfp) capacidade de troca
catidnica (CTC) (cmeldmi®), (c) fésforo (mg.dmi), (d) potassio (mg.dH), (e) N-nitrico
(mg.kgh), (f) N-amoniacal (mg.kg), (g) célcio (cmaldm®), (h) magnésio (cmabni®) e (i)
alumfnio (cmal.dm®) no solo (0-10 cm de profundidade) das comuniddeisla e seca da
mata de galeria do corrego Monjolo nas estacOesesebuvosa, e apds queimada ocorrida em
setembro/2011. As barras verticais representamessiak padréo, os asteriscos indicam
diferencas significativas entre as comunidades d@micseca dentro de um mesmo periodo
amostral (p < 0,05) e as letras indicam diferersjgsificativas entre as estacdes e pds-fogo

dentro da mesma posicéo no gradiente topografiecd(p5).
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Variacoes sazonais e espaciais da diversidadesbacta

Os perfis de amostras de solo coletadas na Matdaihgolo indicaram diferenciacéao
da comunidade de bactérias em funcdo da sazoralidadprecipitacdo e da posicdo no
gradiente topogréfico (Figuras 18, 19, 20). Parposacdo seca da mata, os perfis de
diversidade de espécies apresentaram 74% de $iladar entre estacdes seca e chuvosa,
enquanto na porcao Umida, a similaridade entreuas dstacdes foi, em média, 71% (Figura
18).

Na comparacédo entre transicbes seca-chuva e degaa-os perfis das comunidades
bacterianas da porcdo seca da mata foram os que seadiferenciaram em funcdo da
sazonalidade da precipitacdo, apresentando sididligi de 53% entre as transi¢cdes. J4 0s
perfis da por¢cdo umida do Monjolo apresentaramlaiidade de 72% entre transi¢coes seca-
chuva e chuva-seca (Figura 19).

O gradiente topogréafico também foi um fator deupgmento entre perfis e de
diferenciacdo entre comunidades bacterianas na dwmtilonjolo (Figuras 18 e 19). Na
comparagao entre estacdes seca e chuvosa, as dadeside bactérias da porcdo seca da
mata apresentaram 69 a 72% de similaridade conorasirsdades da por¢cdo umida. J& na
comparagado entre transicdes seca/chuvosa e chsecsads comunidades de bactérias da
porcdo Umida da mata apresentaram 53 a 63% deasdadle com as comunidades
bacterianas da porcéo seca (Figura 19). Outro tspd#eressante desse dendrograma foi o
isolamento completo da comunidade seca na transpfie estacdes seca e chuvosa do
restante da arvore hierarquica. Sua similaridade @® outros perfis foi de apenas 53%, o que
pode indicar a presenca de comunidades bactef@maglistintas na por¢cdo seca da mata em

um periodo de transi¢cdo entre estaces (Figura 19).
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Figura 18. Dendrograma (UPGMA) dos perfis das comunidadeshaos presentes nos solos da mata de galeriadmlegl, em
diferentes posicdoes do gradiente topografico (cadauseca e comunidade Umida) e em diferentes meridd sazonalidade de

precipitacao (estacéo seca e estacao chuvosaandib o coeficiente de similaridade de DICE.
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chuvosa e entre estacao chuvosa e estacao sézandt o coeficiente de similaridade de DICE.
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Ao comparar as amostras das estacdes seca, esahavtransicdbes em um Unico
dendrograma (Figura 20), o padrédo de diferenciag@ocomunidades bacterianas em fungao
da sazonalidade de precipitacdo e do gradientegtafico permaneceu, apresentando
coeficientes de similaridade muito proximos aoseoledos nas figuras 15 e 16. No entanto,
na comparacao geral, a influéncia da topografiandta foi mais marcante que o efeito da
sazonalidade da precipitacéo (Figura 20). Foramrehdos alguns agrupamentos entre perfis
provenientes de uma mesma porcdo do gradientertdffmmy mas de diferentes estacdes e/ou
transicdes da sazonalidade de precipitacdo. Ess@foi mais perceptivel para comunidades
bacterianas da estacdo chuvosa e da transicdo-sbc@acujos perfis se agruparam aos de

outras estacdes em funcéo da posicao no gradegagréfico.

Efeitos do incéndio acidental sobre a diversidadetbriana

Apés o incéndio acidental de setembro de 2011radignte topografico continuou
sendo um fator de diferenciacdo das comunidadeerizatas da mata do Monjolo (Figura
21). No entanto, a comunidade de bactérias da paeéa apresentou 76% de similaridade
com a comunidade bacteriana da por¢cdo Umida da, wedtar superior ao encontrado em
qgualquer outra época de coleta antes do incéndijorés 18 e 19). Ao comparar os perfis do
pos-fogo com aqueles da transicdo seca-chuva @ntmri incéndio acidental (Figura 22),
observou-se total separacéo entre as duas épocatetle havendo 68% de similaridade entre

pos-fogo e a transi¢do entre estacdes seca e ehded010.
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Figura 20. Dendrograma ilustrando a relagdo de similaridadeGMA com coeficiente de DICE) entre perfis das coiades
bacterianas presentes em solos da mata de gatefidodjolo em duas posi¢cdes do gradiente topogr&ficonunidade seca e
comunidade umida) e em quatro periodos difereresmdonalidade de precipitacdes (estacéo secgd@stauvosa, transicao entre

estacOes seca e chuvosa e transicao entre esthgiesa e seca).
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bacterianas presentes em solos da mata de gatefidodjolo em duas posi¢cdes do gradiente topogrdficmunidade seca e

comunidade umida) duas semanas ap0s queimadatatioesrrida em setembro de 2011.
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Figura 22. Dendrograma ilustrando a relagdo de similaridadeGMA com coeficiente de DICE) entre perfis das coiades
bacterianas presentes em solos da mata de gatefidodjolo em duas posi¢cdes do gradiente topograitomunidade seca e
comunidade umida) e na transi¢cdo entre estacfaseseltuvosa de 2010 e de 2011, sendo que no seguoodes coletas de solo

foram realizadas duas semanas apés queimada atidenmtrida na mata.
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[II) Taquara

Variaveis de solo

A diferenciacdo entre comunidades bacterianascdela com as estagdes ou com a
posicdo no gradiente topografico pode ser obsertai@ém em alguns parametros fisico-
quimicos dos solos coletados. O teor de umidadsotitbna mata do Taquara, por exemplo,
apresentou variacdo tanto em funcdo da sazonalidaderecipitacdo como do gradiente
topografico. A por¢cdo Umida da mata apresentoudearmidade do solo de 31 % na estagéo
seca, 34 % na transicdo seca/chuva, 42 % na esthgédosa, 37 % na transi¢cdo chuva/seca e
31 % apos a queimada de 2011. Na comunidade secgidade no solo foi 17 % na estacdo
seca, 30 % na transicdo seca/chuva, 40 % na esthgédosa, 23 % na transi¢cdo chuva/seca e
25 % no pos-fogo (Figura 23-a). Com isso, na codade seca da mata, as amostras de
diferentes estacdes e as do periodo pos-fogo ayaesa diferencas significativas quanto ao
teor gravimétrico de agua do solo, enquanto na oatade Umida foram registradas
diferencas significativas apenas entre as estagées e chuvosa. Os teores de umidade
registrados apds o incéndio acidental ndo apresentdiferencas significativas em relacéo as
transicoes estacionais, mas diferiram dos regissrad auge das estacdes seca e chuvosa O
efeito do gradiente topografico sobre a umidadealo foi observado apenas na estagédo seca
e na transi¢ao chuva/seca (Figura 23-a).

Os valores de pH do solo medido em agua variardgre 8,8 e 4,4. Os valores de pH
em amostras da transicdo seca-chuva a porcdo seqaath foram significativamente
superiores em comparacédo com aqueles de amostestad@io chuvosa, da transicdo chuva-
seca e do periodo pos-fogo (Figura 23-b). J& o pHido em CaGlvariou entre 3,1 e 3,4, ndo
havendo variacdo significativa em funcéo da sambedé ou do gradiente topografico (Figura
23-c).
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Figura 23. Valores médios do (a) teor de umidade (%) e (bepHagua e (c) em CaQGlas
amostras de solo (0-10 cm de profundidade) colstada comunidades Umida e seca da mata
de galeria do cOrrego Taquara nas estacfes séuavesa e transicdo entre elas (agosto/2010
a maio/2011) e apos queimada ocorrida em setenfldrb/2As barras verticais representam o0s
desvios padréo, os asteriscos indicam diferengasfisativas entre comunidades Umida e
seca no mesmo periodo amostral (p < 0,05) e asletdicam diferengas significativas entre
as estacdes e transi¢cOes climaticas dentro da messigio no gradiente topogréafico (p <
0,05).
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Na mata do Taquara, a concentracdo de MO presergelo variou entre 14,7 e 22,1
dag.kg' na porcdo imida do gradiente topogréfico e et e 33,0 dag.Ky na porcédo
seca. A comunidade seca da mata apds incéndiontaidgresentou concentracdo de MO
significativamente superior as registradas nag;@staseca e chuvosa. Nao houve diferencas
significativas em funcéo do gradiente topogréficoda sazonalidade de precipitacdo para a
comunidade Umida da mata (Figura 24-a). De fornmaeB®ante, os valores de CTC, que
variaram entre 2,6 e 3,6 crad®, ndo diferiram significativamente entre estacdesm
funcdo do gradiente topogréfico durante o periaesiudo (Figura 24-b).

Na comunidade seca da mata do Taquara, as corgfdrde potassio e calcio foram
significativamente superiores apés o incéndio. Aind comunidade seca da mata, as menores
concentracdes de potassio (38 mgjifioram determinadas na estacéo chuvosa, seguido pe
estacdo seca (59 mg.dnJa no periodo pés-fogo, a concentracédo de potdsdrou em
relacdo ao valor da estacdo seca (120 mig.dffigura 24-f). Quanto as concentracbes de
célcio, que variaram entre 0,2 e 0,6 cpuoh®, os menores valores também foram
determinados em amostras da estacdo chuvosa. @ elei gradiente topografico foi
observado apenas na estacdo seca, onde a porgde demmata apresentou concentracdo de
calcio significativamente superior a por¢ao sedguia 24-g).

As concentragfes de magnésio e aluminio ndo variaignificativamente em funcéo
da sazonalidade de precipitacdo ou do gradientegtéfico. As concentracées de magnésio
nas matas variaram entre 0,2 cawh® e 0,5 cmaldm® (Figura 24-h), enquanto as de
aluminio ficaram no intervalo entre 2,0 cgaii®e 2,7 cmal.dm?® (Figura 24-i)).

As concentracdes de fosforo disponivel variaramee®p e 12,0 mg.dih e ndo houve
efeito significativo da sazonalidade de precipitag@ do gradiente topografico sobre tal
variacdo (Figura 24-c). Ja a concentracdo de N-N®solo variou entre 0,9 e 3,8 mg'kg
sendo que no poés fogo foram registradas as maioreentracoes. Na estacdo chuvosa, houve
efeito do gradiente topografico, com o solo da audade Umida apresentando
aproximadamente o dobro da concentracdo de Nwitegistrada na comunidade seca
(Figura 24-d).

53



I Comunidade timida
[ Comunidade seca

a) b
) c)
40
b 6 25
& %0 a & ° & 20
2 £ 5
%20 Bo g,ls
S a g s 3
o S 2 10
2 L2
2 10 e 3
5. 3, ﬂ
0 0 0

d) e

N

N-NO32 (mg.kg"1)

|) 07
9) h) ac
R I
€ 05
E o
140 160 S o ‘
- 120 b - 140 C % '
"5 100 g 120 o 03 b b
S a0 *b g 100 S o2
£ c E g a O o1
+, 60 S w0 '
*b 7]
2 w a £ 4 i o0 > > o
z & R
20 i a 20 o o ©
0 O 0 & i
5
08 —
-~ &
i g
S 06 ©
< :
g 04 o
o g 2
3 £
N
S 02 E 1
g <<
00 ° 2 2 0
e o o o xo®
Q,&o &Y ?vos QC?O o o 90‘5
€ %50 A 2
EX % 3
<& ?/6»@& < ?/5\2\54

Figura 24. Valores médios de (a) matéria organica (MO) (dab.kp) capacidade de troca
catidnica (CTC) (cmeldm?®), (c) fésforo (mg.dmi), (d) potassio (mg.df), (e) N-nitrico
(mg.kg"), (f) N-amoniacal (mg.kg), (g) célcio (cmaldm®), (h) magnésio (cmgdm®) e (i)
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aluminio (cmal.dm®) no solo (0-10 cm de profundidade) das comunidaineisia e seca da
mata de galeria do cérrego Taquara, nas estacbassehuvosa, e apos queimada ocorrida
em setembro/2011. As barras verticais representadesvios padréo, os asteriscos indicam
diferencas significativas entre as comunidades @midseca dentro de um mesmo periodo
amostral (p < 0,05) e as letras indicam diferersjgsificativas entre as estacdes e pds-fogo
dentro da mesma posi¢éo no gradiente topografiecd(p5).

A concentracdo média de N-NHvariou entre 21,6 mg.Kge 82,0 mg.kg e as
menores concentragcdes foram observadas na estag@ Na comunidade Umida, a
concentracdo de N-NHfoi de trés a quatro vezes superior na esta¢égoshle no pos-fogo
guando comparada a estacdo seca (Figura 24-eoman@ade seca, a concentracdo de N-
NH,;" na estacdo chuvosa foi o dobro da estacio sesaasnmaiores concentra¢des foram
determinadas no periodo pos-fogo. O efeito do graditopografico foi observado apenas na
estacdo chuvosa, onde o solo da comunidade umidaegpou maior concentracdo média de

N-NH;" que o solo da comunidade seca (Figura 24-e).
Variacoes sazonais e espaciais da diversidadesbacta

Na mata do Taquaras perfis das comunidades bacterianas apresenpadries de
agrupamento similares aos observados na mata d@MoRoi possivel observar padrées de
similaridade entre comunidades de bactérias regaltt® pela sazonalidade da precipitacdo
como pelo gradiente topografico.

Na comparacao entre comunidades bacterianas da¢eten estacado seca e na estacao
chuvosa observou-se claro efeito da sazonalidageed#pitacido, sendo a topografia um fator
secundario e com maior influéncia na estacado gesamilaridade entre perfis da estacdo seca
e da estacdo chuvosa variou entre 72 e 79%. Nodoeda estacdo seca, as comunidades
bacterianas das duas por¢des do gradiente topomiEiresentaram similaridade de 72%. Na
estacdo chuvosa, a influéncia do gradiente topiegrédi menos marcante, com agrupamentos
heterogéneos de perfis provenientes tanto da pdrpéta da mata como da porcao seca, onde

os indices de similaridade variaram entre 74% e @gtra 25).
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Na comparacdo entre transicdes estacionais (FRfi)jaobservou-se maior efeito do
gradiente topografico sobre as comunidades bacteyissendo o periodo de coleta um fator
secundario no agrupamento entre perfis. O dendrayevidenciou ainda maior similaridade
entre perfis da comunidade Uumida em ambas as ¢fmssentre estacdes, enquanto os perfis
da comunidade seca apresentaram menor agrupameotocemitantemente, menores indices

de similaridade ao longo da arvore hierarquicauei@6).
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Figura 25. Dendrograma (UPGMA) dos perfis das comunidadeshaots presentes nos solos da mata de galeriagi@aia, em
diferentes posicfes do gradiente topografico (codaule seca e comunidade Umida) e em diferentesdosrida sazonalidade de
precipitacao (estacéo seca e estacao chuvoseamtib o coeficiente de similaridade de DICE.
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Comumidade seca 3 — Est chuvesa
Comumedads tmida 2 - Est seca
Comumidade wmids 3 - Est. seca

Comunsdade timida 1 - Seca'chuvosa
Comunsdads tmeda 2 - Seca'chuvosa
Comumdads tmida | -Chuvosasess
Comumidads tmida 2 = Chuovoss seca
Comumidads imsda 3 - Chuvosasess
Comunidads saca I — Secachuvoss
Comumdads seca 2 — Chuvosassca
Comunidsds saca ] - Seca/chuvess
Comunsdade seca 1 — Chuvesaseca

Figura 27. Dendrograma ilustrando a relacéo de similaridadeGMA com coeficiente de DICE) entre perfis das coitades

bacterianas presentes em solos da mata de gaterfaquara em duas posi¢cdes do gradiente topogréf@ounidade seca e

comunidade umida) e em quatro periodos difereresmdonalidade de precipitacdes (estacdo secgd@stauvosa, transicao entre

estacdes seca e chuvosa e transicao entre estagdesa e seca).
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Ao serem comparados os perfis bacterianos provesielas estacdes seca, chuvosa
e das transicdes tem-se uma nitida separacéo @&gdess seca e chuvosa em relagdo as
transicdes estacionais (Figura 27). No dendrogramsacomunidades bacterianas das
estacdes seca e chuvosa se agruparam, ocorrendesrmonctom as provenientes das
transicoes, acarretando em um indice de similagidi®d47 a 60% entre esses dois grandes
grupos. Dessa forma, é possivel perceber uma ddelati propria das comunidades
bacterianas nas transi¢cdes entre estacles, didtgteela encontrada em cada extremo da

sazonalidade de precipitacdo (Figura 27).

Efeitos do incéndio acidental sobre a diversidadetériana

Na comparacao entre comunidades bacterianas peesensolo duas semanas apos
incéndio acidental, observou-se um efeito paraafrhdiente topografico sobre os perfis
de diversidade (Figura 28). H4 um maior agrupamentoe comunidades de bactérias da
porcdo seca da mata, que apresentaram de 69 a®8¥hithridade entre si, enquanto os
perfis da comunidade Umida apresentaram similagidpee variou entre 69 e 79 %. Ao
analisar a similaridade entre as comunidades lacter apos o incéndio com os perfis da
transicdo entre estacbes seca e chuvosa de 20d@ndrograma resultante indicou
diferenciacdo entre as comunidades dessas duaasépoe apresentaram uma similaridade
de 70%, formando grupos distintos na arvore hieiéag(Figura 29).
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Figura 28. Dendrograma ilustrando a relagéo de similaridadeGMA com coeficiente de DICE) entre perfis das coiades
bacterianas presentes em solos da mata de gateffaquara em duas posi¢des do gradiente topogréf@mounidade seca e

comunidade umida) duas semanas ap0s queimadatatioeorrida em setembro de 2011.
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Figura 29. Dendrograma ilustrando a relagdo de similaridadeGMA com coeficiente de DICE) entre perfis das coiades
bacterianas presentes em solos da mata de gateffaquara em duas posi¢des do gradiente topogréf@mounidade seca e
comunidade umida) e na transi¢cdo entre estacfaseseltuvosa de 2010 e de 2011, sendo que no seguoades coletas de solo

foram realizadas duas semanas apés queimada atidenmtrida na mata.
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IV) Variaveis de solo nas trés matas de galeria

As analises de PCAfincipal component analy9isom os parametros fisico-quimicos
avaliados (umidade, pH, MO, CTC, Ca, Mg, Al, K, R;NOs, N-NH;") indicaram
significancia estatistica de seus eixos, mas nédicaram tendéncias de agrupamento das
parcelas amostrais em funcdo de varidveis de &dioionalmente, a distribuicdo das parcelas
amostrais no diagrama de ordenacao foi independenteata a que pertenciam ou da posicao
no gradiente topogréfico onde se localizavam deatgroada mata.

Apesar desse resultado, diferencas significativas fencdo da sazonalidade da
precipitacdo, do gradiente topografico e do ina@ragidental foram observadas em diversos
parametros de solo mensurados nas trés mataseteagabmo ja relatado anteriormente. A

tabela 4 apresenta uma sintese das variacdedaguds observadas.
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Tabela 4 VariagOes estatisticamente significativas de pan@seo
solo das matas do Pitoco, Monjolo e Taquara em amnga
sazonalidade da precipitacdo, gradiente topograiperiodo pés-
fogo. ns: ndo significativo; sg: significativo (p€8).

Mata de Variaveis Gradiente

Galeria de solo Sazonalidade Topografico Pos-fogo
Pitoco Umidade sg sg ns
pH (H.0) sg ns ns
pH (CaC}) ns ns sg
MO ns ns ns
CTC ns ns ns
Ca ns sg sg
Mg ns ns ns
Al ns ns ns
K ns sg Sg
P Sg ns Sg
N-NOs ns ns sg
N-NH4" sg ns sg
Monjolo  Umidade sg ns ns
pH (H.0) sg ns ns
pH (CaC}) ns ns sg
MO ns sg ns
CTC ns sg ns
Ca ns sg ns
Mg ns ns ns
Al ns ns sg
K ns ns sg
P ns ns sg
N-NOs’ ns ns sg
N-NH," sg ns sg
Taquara Umidade sg sg ns
pH (H.0) ns ns ns
pH (CaCh) sg ns ns
MO ns ns sg
CTC ns ns ns
Ca sg sg sg
Mg ns ns ns
Al ns ns ns
K Sg ns Sg
P ns ns ns
N-NOs ns Sg Sg
N-NH," sg sg sg

64



7.1.3 Sequenciamento

Com o intuito de conhecer as populacbes mais dot@sada comunidade e as mais
afetadas pelas variacbes sazonais e espaciaisatias e galeria, foram selecionadas algumas
bandas dos géis de RISA para sequenciamento (Big0a31l e 32). Todas as bandas
escolhidas apresentavam intensidade tal que pssmibioa visualizacdo no momento do corte.
Apoés essa primeira triagem, o critério utilizadagpascolha das bandas foi a analise de
presenca/auséncia, seguido pela intensidade daabandue pode indicar abundéancia de
organismos (Tabela 5).

A maioria das bandas cortadas foi amplificada nwrge com sucesso. Porém houve
necessidade de duas amplificacdes com as mesmaigdespara obtencdo de produto com
guantidade suficiente de DNA para sequenciame®® iiy em 4 pL). Apos as amplificacoes,
cerca de metade das amostras aplicadas no geladesagl% apresentavam mais de uma
banda. Aquelas que apresentavam banda Unica foratandente purificadas a partir do
produto de PCR. Ja as amostras que ainda apresenbandas inespecificas foram cortadas
do gel de agarose e eluidas, para serem purificagaseguida. Uma aliquota do DNA
purificado foi aplicado em novo gel de agarose Iaponfirmacédo da presenca de banda
Unica.

Foram realizadas duas tentativas de sequenciamiat@rimeira tentativa, apenas
metade das bandas foram sequenciadas. Apds adalisesultado obtido com a busca no
BLAST foi verificado que algumas amostras ndo agresam sequéncias confiaveis. Uma
nova reacao de sequenciamento foi realizada utdzamaior quantidade demplatena
reacao. As sequéncias apresentaram tamanhos gaanwaeentre 97 e 630 pb e encontram-se
em anexo.

Os resultados obtidos ap6s busca no NCBI-BLASaoeapresentados na tabela 5. A
identidade do organismo mais similar a sequéncaisala identificado no BLAST variou
entre 82 e 98%. A maioria das bandas Unicas ou aernntensidade escolhidas foram
provenientes de perfis da comunidade Umida dassnetar do periodo péds-fogo. Das 18
sequéncias de qualidade resultantes dos sequemttanell foram identificadas como

pertencentes ao filo Actinobacteria, cinco foraentificadas como Proteobacteria, uma como
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pertencente ao filo Acidobacteria, uma como Gemmuatadetes e uma como bactéria ndo-
cultivavel, podendo se referir a uma espécie andaconhecida. Todas as bandas escolhidas
por estarem presentes nos perfis das trés matas fdentificadas como pertencentes ao filo
Actinobacteria. Dentre aquelas que variaram emménd@de ou em presenca/auséncia entre
comunidades do gradiente topografico, identificewes filos Actinobacteria, Proteobacteria e
Gemmatimonadetes, cujo Unico representante foigmiente da comunidade Umida da mata
do Taquara. No periodo pds-fogo, foram identificade filos Actinobacteria, com o género
Kitasatospora Proteobacteria e Acidobacteria, cujo Unico reprmte era originario da

comunidade Umida da mata do Pitoco.
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Figura 30. RISA das amostras de solo coletadas na mata deafaqas estagfes seca
(1 — 6) e chuvosa (7 — 12). As letras e nUmero® jas setas indicam as posi¢des das
bandas selecionadas para sequenciamento. Da esqageda direita: M — marcador 1
kb ladder; 1-3 — Comunidade Umida; 4-6 — Comunidselea; 7-9 — Comunidade

Umida; 10-12 — Comunidade seca.
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B12

B13

Figura 31. RISA das amostras de solo coletadas nas Mataga@m R1-6) e
do Taquara (7-12) ap6s queimada ocorrida em setéBiirl. As letras e
nameros junto as setas indicam as posicoes dasadbamdecionadas para
sequenciamento. Da esquerda para a direita: M eatgar 1 kb ladder; 1-3 —
Comunidade Umida (Pitoco); 4-6 — Comunidade sedtocd; 7-9 —
Comunidade Umida (Taquara); 10-12 — Comunidade (Jecpiara).
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Figura 32. RISA das amostras de solo
coletadas na Mata do Monjolo apoés
gueimada ocorrida em setembro/2011. As
letras e nlUmeros junto as setas indicam as
posicbes das bandas selecionadas para
sequenciamento. Da esquerda para a direita:
M — marcador 1 kb ladder; 1-3 -
Comunidade Umida; 4-6 — Comunidade

seca.
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Tabela E. Justificativa da escolha da banda, sequenciantagdandas retiradas dos géis de RISA
16S-23S das matas de galeria do Pitoco, Monjolagudra, identidade com banco de dados BLAST,
e-value e numero de acesso no GenBank do orgacismmaior identidade com a sequéncia.

Justificativa de escolha Banda 'dentificacdo da sequéncic Identidade . .~ Numerode
mais similar BLAST acesso
1. Presenca em todos os perfis
Alta intensidade e nitidez B1 Str_eptomyce; 8206 66-55 FI551631
banda (Actinobacteria)
Alta '”tensk')g?]‘;‘;e niidez g, Actinobacteria 98% 3e-43  EU193006
Nitidez da banda B3 Acidothermu 98% 9e-52  HQ212445

(Actinobacteria)

Nitidez da banda B4 Acidimicrobineag 97% le-41  HQ213446
(Actinobacteria)

Nitidez da banda BS Acidimicrobiun 97% 1e-59  FJ552356
(Actinobacteria)

2. Variagédo entre perfis

Maior intensidade em perfis Variovorax paradoxu

0 -
comunidade Umida B6 (Proteobacteria) 88% 2e-06 CP001636
Presenca na comunidade umida B7 AC|d|'m|crob|ne_ae 97% 1le-46 HQ213446
do Taquara (Actinobacteria)
Maior |r'1ten5|d,ad.e e nitidez 1 B8 Gammaproteoba_cter 90% 36-67 ENG67741
comunidade Umida das matas (Proteobacteria)
Alta intensidade na comunidade Acidimicrobineae 0
Umida do Taquara B9 (Actinobacteria) 98% 4e-39 HQ213446
Presenca nos perfis do Monj¢ - g, Proteobacteria 96% 6e-30  AY713463
e alta intensidade da banda
Alta intensidade na comunidade Gemmatimonas 0
Umida do Taquara Bl1 (Gemmatimonadetes) 90% 1e-85 FJ551446
3. Bandas no periodo pés-fogo
Intensidade e nitidez dabanda ~ B12 ~ Detaproteobacteri 98% 3e23  AP011643
(Proteobacteria)
Alta intensidade na comunida Kitasatospor 0
Uumida do Monjolo B13 (Actinobacteria) 93% 7e-81 AP010968
'”tens'dad?vl%rr]‘j'ggez NOPIOCC  B14  Bactéria ndo-cultivavel 97% 7e26  AP011643
Boa nitidez e intensidade n . 0
matas do Pitoco e Taquara B15 Proteobacteria 91% 3e-92 AY713463
Presenga apenas na comunic 5, o Kitasatospor. 94% le-84 APO10968
Umida do Pitoco (Actinobacteria)
Alta mte;nsqdade na comunida B17 Kltz?\satospor_l 95% 50-88 AP010968
Umida do Pitoco (Actinobacteria)
Presenca em perfis do Pitoco ~ B18 S?A"gzgs; C“tZ'rti"Zf)L 82% 3e-17  CP000473
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7.2 Efeito de curto prazo da adicdo de agua, nitr@mio e fésforo sobre as

comunidades bacterianas do solo

7.2.1 Extracao de DNA e PCR

A gquantidade média de DNA extraido do solo das awdgtas do experimento nos
diferentes tempos de coleta foi 20 ng/pl (Figura. ¥Bevido a grandes concentracdes de
matéria organica, o DNA extraido ndo se enconteamaondicdes ideais para uma aplicacao
direta nas rea¢cfes de PCR, provavelmente em dac@r@a interferéncia de acidos humicos
nas reactes enzimaticas de amplificacdo. Um palisiorsal de diluicdo do DNA extraido em
agua milli-Q (1/10 a 1/200) foi realizado para geeatenuasse a interferéncia negativa desses

compostos.
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Figura 33. Géis de agarose 1%. Extracdo de DNA. A) amostrasattas antes
da adicdo de agua e nutrientes; B) amostras caketada hora apés adicdo de
agua e nutrientes. Da esquerda para a difdita:marcador 1 kb laddet;5,9

— amostras adi¢cio de aga6,10— amostras adi¢do de agua +418,7,11—
amostras adicdo de agua +4P@,8,12— amostras adi¢cdo de agua + JH
PO, .
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Em decorréncia da qualidade do DNA extraido eatzssidade do passo adicional de
diluicdo, a amplificacdo por PCR com os primers LdR406F teve de ser repetida varias
vezes a fim de se chegar a um resultado satisiam que qualidade e quantidade dos DNAs
amplificados fossem suficientes para serem, posteente, submetidos a analise em gel de
poliacrilamida. Na figura 34, sdo apresentados déismgarose 1% com amostras de DNA
amplificados por PCR, cuja qualidade e quantidamtanfi consideradas satisfatorias para

aplicacédo em gel de RISA.

A) B)
M 1 2 3 4 56 7 8 9 10 112 ™M 1 2 3 4 5 6 78 9 10
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Figura 34. Géis de agarose 1%. Produtos de amplificacdo p& &n primers L1R e
1406F de amostras de solo coletadas no experingestnvolvido na por¢cdo umida da
mata do Pitoco. A) amostras coletadas 24 horas aqtigdo de agua e nutrientes, e B)
amostras coletadas 48 horas ap0s adicao de aguaemtes. Da esquerda para a direita:
M — marcador 1 kb laddet;5,9— amostras adicdo de 4g2z6,10— amostras adicdo de
4gua + NH'; 3,7,11— amostras adi¢do de agua +,P®8— amostras adi¢cdo de agua +
NH;" + PQy.
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7.2.2 Variaveis de solo

Os parametros de solo mensurados no decorrer gerigento apontaram algumas
alteracbes entre os tempos amostrais e entretam#natos. O teor de umidade do solo, que
variou entre 27% e 43%, ndo apresentou grandemgies apOs adicdo de agua e/ou
nutrientes no solo. As subparcelas onde foram@uidos agua + amonio + fésforo foram as
Unicas que apresentaram valores de umidade saficnente superiores uma hora apés a
adicdo, tendo apresentado também teor de umidgddicativamente maior que as outras
subparcelas nesse tempo amostral. Apds 24 hor@serds da aplicacdo dos tratamentos, 0s
valores de umidade encontrados foram equivaleme®laservados antes da adicdo de agua e
nutrientes (Figura 35-a). Valores de pH em aguasgmtaram diferencas significativas apenas
no tratamento agua + fésforo 24 horas apos adigdmathmento (Figura 35-b), enquanto para
pH em CaCJ, ndo houve variacao significativa dos valores meagos (Figura 35-c).

A concentracdo de fésforo, que variou entre 4,20mg e 8,9 mg.drii e ndo houve
diferenca significativa entre tratamentos ou ertEepos amostrais (Figura 35-f). Os
parametros que apresentaram maior alteracdo norreliecdo experimento foram as
concentracdes de N-nitrico, que variou entre 38emg.kg" e de N-amoniacal, que variou
entre 30,7 e 58,3 mg.RgApds uma hora da adicdo de agua e nutrientesehsigmificativo
aumento da concentracdo de N-nitrico no solo dapasoelas, independente do tratamento
aplicado, mantendo-se dessa forma até 24 horas empéigelecimento do experimento. As
concentracdes de N-nitrico voltaram a diminuir €pals de 48 horas da aplicacdo dos
tratamentos. Nesse tempo amostral, houve diminuig@oificativa do nutriente nas
subparcelas com tratamento agua + amdémio, queespoesvalores de N-nitrico equivalentes
aos encontrados antes da aplicacdo do tratamagtogRB35-d).

Quanto as concentracdes de N-amoniacal, aperieta®mentos agua + amonio e agua
+ amoénio + fosforo apresentaram diferencas sigtifias entre os tempos amostrais. No
primeiro tratamento, o aumento de N-amoniacal ho & registrado j4 para uma hora apos
sua aplicacdo, enquanto no segundo tratamento erdardas concentracdes de N-amoniacal
foi registrado apenas 24 horas apés adicdo deddgutrientes, tendo permanecido mesmo 48

horas depois (Figura 35-¢).
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(f) fésforo disponivel (mg.dif) no solo das subparcelas estabelecidas na
comunidade Umida da mata do Pitoco, antes da atig@po 0) e 1 hora, 24
horas e 48 horas apds adicdo de agly®); agua + NH' (N); agua + PQ

(P); e agua + NEf + PQ; (N+P). Barras verticais representam os desvios
padréo, letras minusculas indicam diferencas saifas entre tratamentos

e letras mailsculas indicam diferencas signifieeientre periodos.
7.2.3 Perfis das comunidades bacterianas

A premissa de que todas as subparcelas estdo pdic@es similares antes da
aplicacdo dos tratamentos € essencial para gagametio resultado observado seja claramente
fruto das variaveis que estdo sendo testadasaRélise de RISA, identificou-se que os perfis
da comuniddae bacteriana proveniente de uma sudbpadestinada ao tratamento agua +
amonio apresentou coeficiente de similaridade mdmeente baixo (20%) ao ser comparada
com as outras subparcelas do delineamento expaamEsse padrao foi observado em todos
0s tempos amostrais analisados no estudo e ndasagetes da aplicacdo dos tratamentos. Por
esse motivo, optou-se por excluir essa subparcetadéndrogramas de similaridade e os
perfis da comunidade bacteriana das subparcelasetiglas ao tratamento agua + amonio
foram analisados em duplicata bioldgica.

I. Comparacao entre perfis antes e uma hora aposgidiclos tratamentos

As andlises dos géis de RISA com perfis das caladess bacterianas do solo estao
apresentadas nas figuras 36, 37, 38 e 39. Atravgsdendrogramas, observou-se resposta
imediata das comunidades bacterianas a adicdoudeeagutrientes no solo. Na comparacéao
dos perfis da comunidade bacteriana antes e apasiara da adicéo (figura 36), observou-se
maior agrupamento entre perfis antes da adicdogda & nutrientes, apesar de algumas
amostras desse tempo amostral terem se reveladodstintas ao ndo se agruparem com o

clusterprincipal.
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Figura 36. Dendrograma com relacdo de similaridade (UPGMA ameficiente de DICE) entre perfis das comunidades
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P2 (Apos 1 hora)
P3 (Apds 1 hora)
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bacterianas presentes no solo das subparcelaspddreanto estabelecido na comunidade Umida da dmaRitoco antes e apos
uma hora da dicdo de agudil( H2, e H3, agua + NH' (N1, N2 e N3; agua + P@ (P1, P2 e PR e agua + N4 + PQ; (NP1,

NP2 e NP3 no solo.
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Apés uma hora da adicdo dos nutrientes, houve sgparacdo dos perfis de acordo
com a resposta da comunidade as solucdes aplieatdaada subparcela. No dendrograma da
figura 36, os perfis bacterianos das subparcelds i adicionada apenas agua agruparam-se
em um unicocluster. Estecluster se separou, com 75% de similaridade, das comugsdad
cujos solos receberam agua e nutrientes, e apoesewior similaridade (76%) com perfis das
comunidades presentes no solo antes da aplicagdoatfmentos.

As comunidades de bactérias presentes nas sulssamale foi adicionada agua +
nutrientes apresentaram resposta imediata a agdicdgs tratamentos (Figura 36). Esse
padrdo, além de perceptivel pela diferenciacdo edatdo aos solos que receberam apenas
agua, é também observavel pelo agrupamento de cdad@s que receberam agua + N-
amoniacal + fosfato (81% de similaridade) e pelanfizdo de um segundo grupo com
comunidades que responderam a aplicacédo de agsdatof (82% de similaridade). Os perfis
das subparcelas com aplicacdo de agua + N-amorapoasentaram 75 % de similaridade
entre si (Figura 36).

[I. Comparacao entre perfis antes e 24 horas apésgghiclos tratamentos

Apés 24 horas da aplicacdo dos tratamentos, &sipel observar maior diferenciacéo
das comunidades de bactérias em relacdo ao quistimiantes da adicdo de agua e nutrientes
(Figura 37). ApG6s 24 horas da aplicagdo dos trattweeas comunidades bacterianas
apresentaram similaridade de 66% com aquelas @mses\antes da aplicacdo, enquanto para
uma hora apo6s o inicio do experimento essa simiddd era de aproximadamente 75%
(Figura 36). Além disso, apds 24 horas da aplical@o tratamentos, os perfis bacterianos
tornaram-se mais similares entre si e 0 agrupanamtacordo com o tratamento foi menos
evidente do que o observado para apos uma horarésig6 e 37). Esse resultado pode
indicar menor influéncia dos nutrientes sobre @didade das comunidades de bactérias um
dia apds aplicacdo dos tratamentos, havendo apemdisiéncia da agua que foi adicionada
em todas as subparcelas e que pode ser a causipgiriote diferenciacdo das comunidades
bacterianas na comparacéao entre antes e apos&idmaplicacdo dos tratamentos.
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Figura 37. Dendrograma com relacdo de similaridade (UPGMA ameficiente de DICE) entre perfis das comunidades
bacterianas presentes no solo das subparcelagpdore&nto estabelecido na comunidade umida da aaalitoco antes e apos 24

horas da adicdo de agudil( H2, e H3, agua + NH" (N1, N2 e N3; 4gua + PQ (P1, P2 e PR e agua + N4 + PQ; (NP1, NP2
e NP3 no solo.
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bacterianas presentes no solo das subparcelagpdomgnto estabelecido na comunidade Umida da dealRitoco antes e apos 48
horas da adicdo de agudil( H2, e H3, agua + NH" (N1, N2 e N3; 4gua + PQ (P1, P2 e PR e agua + N4 + PQ; (NP1, NP2

e NP3 no solo.
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Figura 39. Dendrograma com relagcdo de similaridade (UPGMA co®ficiente de DICE)
entre perfis das comunidades bacterianas preseateslo das subparcelas do experimento
estabelecido na comunidade Umida da mata do Paoms e apés uma hora, 24 horas e 48
horas da adicdo de agudl( H2, e H3; 4gua + NH" (N1, N2 e N3; 4gua + P@ (P1, P2 e
P3); e agua + N + PQ; (NP1, NP2 e NPBno solo.
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Ill. Comparacgéao entre perfis antes e 48 horas aposgididos tratamentos

A figura 38 mostra a relacdo de similaridade eotraunidades de bactérias presentes
no solo antes e apos 48 horas da aplicacdo dasatos. Por esse dendrograma € possivel
observar uma menor influéncia dos tratamentos sabreomunidades bacterianas e uma
similaridade entre os perfis dos dois tempos amigséiquivalente ao observado entre antes e
apos uma hora da adicdo de agua e nutrientes adagobximadamente 75 %) (Figuras 36 e
38). Apds 48 horas da adicdo, a similaridade emsrgerfis das comunidades bacterianas
variou entre 68 e 92%.

Na comparacao entre todos os tempos amostraisr@89), houve uma confirmacéo
dos padroes de similaridade observados nos demdnagr anteriores. As comunidades
bacterianas 24 horas apo0s adicdo de agua e nesiémtam as que apresentaram menor
similaridade (65%) com aquelas presentes no sdksata adicdo. Além disso, 0os tempos
amostrais de uma hora e 48 horas apo0s adicdo agnws@, apresentando similaridade que
variou entre 70% e 90%, e foram mais similares muwodade presente no solo antes da
adicao (70 a 80% de similaridade).

8. Discussao

Os perfis microbianos obtidos com RISA refletemc@nposicdo dominante da

comunidade de bactérias presente no solo, poist8&ados primers de regides intergénicas
gue permitem diferenciar espécies muito proximamegliacionadas (Fisher & Triplett, 1999).
A interpretagcdo desse tipo de gel pode ser feita g@alise da intensidade de suas bandas, o
gue estaria refletindo de forma grosseira a abunaatas populacbes na comunidade, e pela
presenca ou auséncia de bandas, indicando a fdtudgs populacbes de espécies mais
abundantes na comunidade estudada (@tid., 2004).

A andlise de RISA forneceu uma medida da divedgidie espécies dominantes nas
comunidades bacterianas dos solos das matas deagébe Pitoco, Monjolo e Taquara e
produziu padrdes de bandas reproduziveis. Esse3gsatiostraram diferencas na distribuicédo

das bandas refletindo composi¢cdes distintas de molamdes bacterianas em fungcdo da
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sazonalidade da precipitacdo, do gradiente topiegréfda ocorréncia de incéndio acidental.
No entanto, foram encontradas diversas bandas €is gistintos com peso molecular em
comum, indicando que muitas espécies das comuridaaeterianas sao resistentes a tais
influéncias ambientais.

Na mata do Pitoco, a comunidade de bactérias o ssedreu maior influéncia do
gradiente topografico do que da sazonalidade dapitacdo, assim como foi observado na
mata do Monjolo. JA na mata do Taquara, diferemgas comunidades bacterianas entre
estacdes seca e chuvosa foram notaveis, e o gedogografico foi fator influenciador da

composicao das comunidades bacterianas na estagie 8as transi¢coes entre estacoes.

8.1. Efeito da sazonalidade da precipitacéo

A hipotese de que haveria diferenciagdo das catades bacterianas do solo das
matas de galeria em funcdo da sazonalidade dgpegéio (H1) foi corroborada, em especial
na mata do Taquara. Estudos anteriores realizaddsrenacdes savanicas do bioma Cerrado
também mostraram que a sazonalidade bem marcapi@dpitacdo ocasiona mudancas nas
comunidades microbianas do solo (Viataal, 2011; Silva, 2004; Bresoliet al, 2010) em
funcéo dos efeitos sobre as caracteristicas qusndicasolo, que gera efeitos diretos sobre os
microrganismos e sobre o funcionamento da comuaidaglantas.

O teor de umidade do solo apresentou variagcd@a @atre as estacdes, tendo sido
significativa nas matas do Pitoco, Monjolo e TaquaAparentemente, a comunidade
bacteriana da mata do Taquara foi a mais suscegtigazonalidade, pois seus perfis de
diversidade se diferenciaram mais entre estac@asesehuvosa do que entre as comunidades
seca e Umida de cada mata. Como mostrado por Meh@eg2012), a biomassa e atividade
microbiana do solo de fitofisionomias do Cerradw|usive Mata de Galeria, sdo sujeitas a
sazonalidade da precipitacdo, tanto em fungéo ttadende agua e aumento da umidade do
solo, como em decorréncia das mudancas fisiologimasque passam a vegetagdo. No
entanto, ndo ha estudos anteriores que tenhanadwalossiveis influéncias da sazonalidade
da precipitacdo sobre a diversidade de bactériasloade matas de galeria do Cerrado.

Atividades enziméticas especificas sdo apontadas fortemente correlacionadas

com a composi¢do da comunidade microbiana do ¥g&ddfopet al 2000). Enzimas como
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fosfatase acida @-glicosidase foram vistas com maior atividade ragé® chuvosa em solos
de mata de galeria (Mendesal, 2012). Dessa forma, assim como a atividade, gosigao
da comunidade microbiana pode responder a variagstacionais de umidade e
caracteristicas quimicas no solo (Fiereal, 2002; Gordoret al, 2008).

Em ecossistemas com sazonalidade da precipitagaodefinida, como em Manipur,
India, a biomassa microbiana e o N e P associaeds wariam positivamente com o teor de
umidade do solo (Devi & Yadava, 2006). Em ambierdeisios, como no deserto de
Chihuahuan (Texas, EUA), variacdes sazonais daipiiagdo também influenciam a
composicao da comunidade bacteriana do solo. Nesgssistema, Clarlet al (2009)
observaram que na época de maior precipitacdas perfDGGE apresentaram maior nimero
de bandas, provavelmente em funcédo do aumentmddeaimidade no solo.

A variacdo sazonal da precipitacdo acarreta eragfr de parametros como pH, teor
gravimétrico do solo e C na biomassa microbianaezas de cerrado (Bresokhal., 2010),
ocasionando mudancas na densidade total de miaisngas do solo e na abundancia de
grupos microbianos, principalmente bactérias gragativas e gram-positivas (Viaea al,
2011). No estudo de Bresoliet al. (2010), mudancas sazonais no pH e no conteudo
gravimétrico de agua em solos de cerrado afetaraomgosicdo das populacdes bacterianas
analisadas pela técnica de PCR-DGGE.

Apesar de variacbes no pH do solo serem apontaas principais responsaveis por
variagdes na composicdo de comunidades bactertimasolo (Lauberet al, 2009), esse
parametro ndo parece ter sido um fator relevami@ g& variagcdes encontradas nos perfis de
diversidade do presente estudo, ja que houve par@cao do pH do solo nas trés matas de
galeria ao longo da sazonalidade da precipitac@oc@trapartida, concentracdes de fosforo,
N-nitrico, N-amoniacal, potassio e calcio variarantre estacdes seca e chuvosa em uma ou
mais matas estudadas. Sabe-se que a disponibdizicdutrientes em solos de matas de
galeria é dependente da mineralizacdo da matégémioa (Parromt al, 2003) e essa advém,
em sua maioria, da serapilheira depositada sobselm Portanto, variacdes sazonais da
gualidade e quantidade da serapilheira no solo rpod&luenciar a composicao da
comunidade bacteriana através de processos bioiggogs, como decomposicdo da matéria
organica (Leffet al, 2012).
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Em matas de galeria do Cerrado, a sazonalidadeetapitacdo ja foi vista como
influente na producéo e qualidade da serapilh&na.estudo anterior realizado na mata do
Pitoco, observou-se que a producao de serapilf@in@aior na estacdo seca (entre julho e
setembro — 7,0 t.H3 que na estacdo chuvosa (6,1 th@arronet al, 2004). Quanto a sua
gualidade, na estacdo seca foram encontradas msecoreentracbes de N, P e S na
serapilheira, enquanto na estacao chuvosa a seiapibpresentou menor concentracao de K
(Parronet al, 2004). Essa disponibilidade diferenciada de entes no solo advindos da
serapilheira no decorrer da sazonalidade da ptacgm pode ter sido um fator importante
para variacbes na composicdo da comunidade baaedas matas estudadas no presente
estudo.

RelacBes entre a disponibilidade de matéria ocgaei a relativa abundancia de
subfilos e filos de microrganismos ja foram obsdosaem diferentes ecossistemas como
florestas tropicais, deserto e pradaria (Fieteal, 2007; Nemerguét al, 2010). Em florestas
tropicais, a disponibilidade de C no solo apreseataelacdo positiva com a abundéancia
relativa de alguns grupos de microrganismos, comcteBoidetes, Betaproteobacteria (Fierer
et al., 2007), Actinobacteria, Alphaproteobacteria e Ganmotapbacteria (Nemergut al,
2010). J4 Acidobacteria é relatada por apresentaglacdo inversa com a disponibilidade de
C no solo (Fiereet al, 2007; Nemerguét al, 2010). Esses estudos ndo apenas sugerem que
mudancas na disponibilidade de C podem alteramgosicdo da comunidade bacteriana do
solo, como também proveem justificativas important@ correlacdo entre qualidade da
matéria organica, processos de decomposicao dweatdas comunidades microbianas (Leff,
et al, 2012).

Adicionalmente, a sazonalidade da precipitacéoreteaem variagcdes temporais no
potencial redox do solo, que podem resultar emrahif@acao estrutural da comunidade
microbiana (Silveret al, 1999). Solos tropicais sdo altamente dinamices feituacdo na
disponibilidade de oxigénio, que se torna aindasnwscilante com a sazonalidade da
precipitacdo (Silveret al, 1999), pode acarretar em alteracdes na comunibaderiana
(Pett-Ridge & Firestone, 2005). A frequéncia de amgés no potencial redox pode resultar
em efeitos diretos na composicdo e funcionamentmdrinidades bacterianas, por modificar

o balanco entre espécies aerdbicas e anaerobidaser(R Schimel, 2002). Nesses
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ecossistemas, a combinacdo de grande disponilglidied carbono, altas temperaturas e
umidade, solos argilosos com grande capacidadeetdmcfio de agua e alta atividade
metabdlica pode resultar em condi¢cdes em qué @pidamente e completamente consumido
no solo (Frangi, 1983pud Pett-Ridge & Firestone, 2005). Baixas concentragii=Q estdo
associadas com aumento de C labil (McGroddy & §il2800) e reducédo no potencial redox,
gue torna o ambiente apropriado para o processoetinogénese (Kellet al, 1986; Liuet

al., 1997; Silveet al., 1999).

8.1.1 Transi¢Oes entre estacOes

Comunidades bacterianas nas transicdes entredestagpresentaram perfis de
diversidade diferenciados aos encontrados no aagestacdes seca e chuvosa. Esse padrao
foi mais perceptivel nas matas do Pitoco e do Traguenquanto na mata do Monjolo,
possiveis diferencas entre estacfes e transictamsoesis foram provavelmente mascaradas
pelo efeito da topografia da mata.

Nas transicoes, foram registrados teores de umidad solo intermediarios aos
encontrados no auge das estacdes seca e chuvesagradiente temporal da precipitacdo
pode ter influenciado o estabelecimento de comdeslebacterianas transientes entre as
encontradas no solo durante o auge das estac@es skavosa.

O periodo de transi¢do entre estacfes seca esahjivdoi visto como importante em
processos mediados por microrganismos no cerra@on éareas de pastagem, como na
producéo de gases traco (Pietaal, 2002; Varelleet al, 2004). No cerrado, os fluxos de NO
e de CQ no solo aumentaram em até trés vezes 30 minutssdquva simulada no meio da
estacdo seca, tendo sido associados a respostdmtaneda comunidade microbiana ao
aumento de umidade no solo (Pietoal., 2002). Adicionalmente, a biomassa microbiana do
solo do cerrado aumenta no inicio da estacdo chufiensicdo seca-chuva), provavelmente
em funcdo da entrada de carbono acumulado duramtstagédo seca e pelo aumento da
umidade do solo (Nardoto & Bustamante, 2003).

Na floresta subtropical de Belize (América Centraltransicdo entre estacdes seca e

chuvosa também ja foi estudada. Com as primeiragashap0s estacdo seca, ha um rapido
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aumento do carbono da biomassa microbiana, dermardrganico e das taxas de nitrificacdo
no solo 12 horas apds o que se considera inicgstd@ao chuvosa na regido (Eaton, 2001). Ja
em savanas africanas, a adicao experimental derdégs@lo leva a rapido aumento dos fluxos
de CQ, refletindo aumento da respiragdo microbiana. &lesstudo, a resposta foi mais
expressiva em parcelas com vegetacdo arbérea dgrauninosa, indicando que a quantidade
de C no solo associada a vegetacdo também influarmeisposta da comunidade microbiana a
entrada de 4gua apds periodo de seca (McCulley280Y).

Apesar das informacdes relevantes, € valido tessgue nenhum dos trabalhos
anteriormente relatados avaliou mudancas na ddagtsi microbiana do solo no decorrer da
transicdo entre estacdes seca e chuvosa. A awliEc@nudancas temporais da diversidade
em comunidades bacterianas nas trés matas deagadepresente estudo, juntamente com a
simulagdo da primeira chuva ap0s estacdo seca teadoaPitoco vem contribuir para um
possivel preenchimento dessa grande lacuna.

O experimento de adicdo de a4gua e nutrientesoltoda mata do Pitoco corroborou
com as observacdes relatadas anteriormente, quantdteracoes na diversidade das
comunidades bacterianas do solo das matas deagateperiodo de transicdo entre estacdes
seca e chuvosa. Os perfis de diversidade bactermargaram rapidamente apés a adigcdo
experimental de agua, indicando diferencas claras eomunidades antes e até dois dias apos
adicdo, o que corroborou claramente com a hipdt#@seEssa diferenciagdo ocorreu mesmo
nao tendo sido identificadas diferencas significaientre os tempos amostrais quanto ao teor
de umidade do solo. Apesar da diferenciacdo maisupiciada dos perfis bacterianos ter
ocorrido 24 horas ap0s aplicacdo dos tratamentoda doi possivel observar influéncia dos
tratamentos sobre a comunidade de bactérias 4& tagrds adicdo, resultando em uma
corroboracgéao parcial com a hipétese H3.

Em solos de pastagens em recuperacdo no Cerradopraunidades bacterianas
responderam prontamente a adicdo de agua no sobntduestacdo seca, tendo sua
diversidade modificada em resposta ao aumento deadsy como foi avaliado pela técnica
de PCR-DGGE (Pintet al, 2006). Esse trabalho, juntamente com o0 presetiel@ indica
gue, além da atividade microbiana, transicfes esdtacoes influenciam a composicdo da

microbiota do solo, ja que respostas da comunidadmbiana a diminuicdo ou aumento da
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umidade no ambiente tendem a variar de acordo ®grupos taxondémicos que a compde
(Gordonet al, 2008).

A rapida resposta da comunidade microbiana admtde agua ja foi associada a
processos biogeoquimicos, como maior fluxo de 6xidoco (NO) logo ap6s aumento da
umidade do solo em &reas de pastagem (Rin&d, 2006) e com a entrada de N a partir da
matéria organica, que é diretamente relacionadspomibilidade intermitente de agua em
ambientes aridos e semiaridos (Austinal, 2004). Em ecossistema semiarido, ao simular
ciclos de seca e chuva, foi observado que o0s ng@nigmos promovem aumento de
imobilizacdo, seguido por grande mineralizacdo de mtrificacdo no periodo de um a trés
dias apods adicdo de 4gua no solo (Dijkistral, 2012). No cerrado, 0 mesmo foi observado
por Nardoto & Bustamante (2003), que associaramumeato da nitrificacdo e da
mineralizagcdo de N a um concomitante aumento dadatle microbiana logo apés as
primeiras chuvas depois da estacdo seca.

No presente estudo, foram observadas concentraedisnitrico no solo duas a oito
vezes maiores apos adicdo de agua e nutrientgmraesas experimentais. Esse aumento pode
ser indicio de maior mineralizacdo de amoénio petaunidade microbiana logo apos entrada
de agua nas parcelas. As concentracfes de N-arabrapesar de terem aumentado em até
duas vezes apoés adicdo, ndo apresentaram altet@pdespressivas como para N-nitrico.
Esse resultado divergiu de estudo desenvolvidoen@mao (Nardoto & Bustamante, 2003),
gue observou aumento significativo apenas na ctraggio de N-amoniacal com as primeiras
chuvas apoés estacdo seca. No entanto, em ecossisggniarido, a adicdo de agua no solo
resultou em aumento tanto de amonio como de nifEjkistra et al, 2012), de forma similar
ao observado no presente estudo.

O aumento diferenciado das concentracdes de Menir N-amoniacal no solo apés
entrada de agua pode ser resultado da rapideagéitizde amonio pelos microrganismos, que
tende a ser mais assimilado que nitrato (Vitousek#&son, 1988; Silveet al, 2001). A
captacdo de amonio é favorecida por ser uma foerd que ndo necessita ser reduzida antes
da assimilagdo, ao contrario do nitrato, diminuiddssa forma o gasto energético empregado
(Puri & Ashman, 1999).
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A hipotese (H4) de que o perfil de diversidadetdr@g@na nas parcelas onde houve
apenas adicdo de agua € distinto do encontradpaneslas que receberam agua e nutrientes
também foi corroborada. No entanto, a resposta ataugidade bacteriana a adicdo de
nutrientes foi mais expressiva apenas na primeira kpds adicdo. Vinte e quatro horas
depois, a diferenciacdo dos perfis da comunidadeetatédo aos obtidos antes da adicao
pareceu ser resultado mais da entrddadgua do que dos nutrientes, ja que ndo houve
agrupamento dos perfis de acordo com o tratametitado.

O aumento da diversidade de bactérias ap0s adiedgrandes quantidades de
nitrogénio em solos e sedimentos é conhecido em®Btossistemas. Através da técnica de
PCR-DGGE e sequenciamento ja foram identificadasdamgas na composicdo das
comunidades bacterianas oxidadoras de amonio endgmirda dominancia de alguns grupos
em detrimento de outros como respostas da comunilathactérias a entrada excessiva desse
nutriente (Nicolaisen & Ramsing, 2002; Cétual, 2007; Chiet al, 2008). Quanto ao fosforo,
apesar de estudos em areas temperadas indicaremegu® altas concentragdes do nutriente
parecem néo resultar em alteracdes na diversidacterlana do solo de &reas agricultaveis
(Chuet al, 2007; Chuet al, 2008), no Cerrado, ja foi visto que a adicacedeuitriente ao
solo leva a modificagbes na atividade microbianiacgpalmente de fosfatase (Matsuakaal,
2003; Carneiret al, 2004). Além disso, um estudo realizado em latosstom plantacdes de
milho sob diferentes concentracbes de P mostrouagestrutura populacional genética e
metabdlica de bactérias da rizosfera foi mais arftiada pelo teor de fosforo no solo do que
pela eficiéncia das plantas em usar o fosforo @iret al, 2009).

A quantidade de nitrogénio e fésforo em fertiliesn adicionados ao solo na
agricultura supera em cerca de 5.000 e 100.00Gyezspectivamente, a quantidade lixiviada
da serapilheira e depositada sobre o solo comimeipis chuvas apés estacao seca (€hu
al., 2007; Parron, 2004). A baixa quantidade degénio e fésforo aplicada as subparcelas do
presente estudo pode ter sido pouco efetiva sobeeesidade das comunidades de bactérias,
gue apontaram mudancas perceptiveis pela técniddl®& apenas na primeira hora apos
adicdo. Esse padréo pode significar que a entradstrdgénio e/ou fésforo com as primeiras
chuvas leva a uma resposta imediata da comunidaeateriana, mas que ndo se sustenta em

longo prazo, podendo ser perdida ja nas prime#dwpas apos a adicdo dos nutrientes. Nesse
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periodo, apesar da resposta aos nutrientes dimamaomunidade de bactérias ainda responde

a entrada de 4gua, chegando ao seu apice de ditegy@m um dia apds adicao.

8.2. Efeito do gradiente topografico

A hipétese (H5) de que comunidades bacteriana®ldose diferenciariam ao longo do
gradiente topografico das matas foi corroboradgmsente estudo. No entanto, apenas na
mata do Taquara as comunidades bacterianas da@epagca e Umida se diferenciaram mais
na estacdo seca que na chuvosa, como também fmgpoonessa hipétese. Influéncias da
topografia sobre a diversidade de bactérias do &miam observadas inclusive apds o
incéndio, pois houve agrupamento de perfis de RiBAfuncdo do gradiente topografico das
matas.

A topografia das matas apresentou efeito maisvabtéobre a composicdo da
comunidade bacteriana do solo do que a sazonalageecipitacdo. Apesar das trés matas
de galeria apresentarem gradiente topogréfico aadatem alguns pontos do leito dos
respectivos corregos (Silva Junior, 1995), as emgdie cada mata que foram selecionadas para
0 estabelecimento das parcelas amostrais apreaeantavguras distintas entre a margem do
corrego e a borda da mata que faz divisa com ofitcdisionomias do bioma. O gradiente
topografico da mata do Taquara, apesar de apresgatade declividade, foi o mais estreito
dentre as trés matas estudadas (40 m aproximadgyneam maior proximidade entre as
comunidades floristicas seca e Umida. As matas dojdb e do Pitoco apresentaram
gradiente topografico mais extenso (70 m aproximmemtde). Assim como a mata do Taquara,
a mata do Monjolo possui gradiente topografico cmulividade bastante acentuada, distinto
do observado na mata do Pitoco.

A variacdo de diversidade de comunidades bactsieen longo do gradiente
topografico acompanhou variacdes do teor gravio@tle agua do solo, principalmente nas
matas do Pitoco e Taquara. A diminuicdo da umiddmlesolo com o distanciamento do
corrego provavelmente estad correlacionada com tibdigdo diferenciada de espécies
vegetais dentro da floresta, bem como com propliesiéisicas e quimicas do solo (Haridasan
et al, 1996; van den Berg & Santos, 2003).

88



Alguns estudos j& mostraram maiores taxas dedatiei microbiana com o aumento do
conteldo de &gua no solo (Dorah al, 1990). Fatores como temperatura, umidade e a
sazonalidade desses dois parametros atuam no leodér@tividade microbiana em solos de
areas Umidas, como florestas ripéarias, resultandoneudancas importantes nos ciclos
biogeoquimicos (Gutknechbt al, 2006).

Além da atividade microbiana, a composicdo da abiota do solo também pode
variar no decorrer de um gradiente topografico, @oimservado no presente estudo, seja pela
variacdo de umidade e de caracteristicas fisiomiqaé do solo, ou pela variagcdo na
comunidade vegetal ali presente (Kang & Mills, 20Réklebe & Langer, 2006; Tsai al,
2009). Kang & Mills (2004) simularam efeitos da iagho da umidade do solo sobre
comunidades microbianas e observaram, atravésdizaede PCR-DGGE, alteracéo de perfis
da comunidade bacteriana em funcédo do gradientgtafico estabelecido na area de estudo.
Adicionalmente, experimentos que controlam o caldede agua do solo j& mostraram que ao
aumentar o nivel de agua hd um concomitante aunuar#daxas de processos anaerobicos
(ex. desnitrificacdo, metanogénese e reducao fie®ue diminuicdo das taxas de processos
aerdbicos (ex. nitrificagdo), resultando em alt@oaclo potencial redox, em restricdo da
disponibilidade de oxigénio e em aumento de mictmantes anaerobicos no solo (Kelétr
al., 1986; Liuet al, 1997; Silveret al, 1999), que acarreta em alteragcbes na compodasio
comunidades microbianas ali presentes (Swaty 1997; Mentzeet al, 2006; Pett-Ridge &
Firestone, 2005).

Além da umidade, as caracteristicas fisico-quisnid® solo sdo de extrema
importancia na composi¢cdo da microbiota edafica. vasagbes nos perfis bacterianos
observadas entre comunidades seca e Umida denttonmdemesma mata podem ter sido
influenciadas pelas caracteristicas distintas deatracdo de nutrientes e matéria organica
no solo. Na mata do corrego Pitoco, Parebral. (2004) ja registrou variacdo espacial na
acumulacéo de serapilheira em funcao do gradieptegtafico. A comunidade Umida da mata
apresentou menor biomassa anual de serapilheiaa ()3 t.h&) que a comunidade seca (5,2
t.ha') e durante o ano amostral, a serapilheira foliarcdmunidade Umida apresentou
menores concentracdes de K (27,77 Q)k&a (54,44 9.k e Mg (29,57 g.kd) que da
comunidade seca (K - 36,74 gkdCa — 76,83 g.k§ Mg — 39,93 g.kg).
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A producédo e a qualidade da serapilheira apreggatale importancia nos processos
biogeoquimicos que ocorrem em matas de galerizodugado de serapilheira € um processo
fundamental de transferéncia de nutrientes da lEsanaegetal para o solo em que ocorre
liberacdo de nutrientes em formas disponiveis ast@$ e microrganismos. (Vitousek, 1982;
Sandford, 1986). Esses processos mantém estoquesitidentes no solo, influenciam a
producdo primaria e regulam o fluxo de energiac&lagem de nutrientes nos ecossistemas
florestais (Proctor, 1984; Schlesinger, 1997). &ud, a composicdo da comunidade
bacteriana pode estar sendo afetada pela produfgiendiada de serapilheira e alocacao
desigual dos nutrientes entre comunidades secaidaltas matas de galeria do Pitoco,
Monjolo e Taquara. Na mata do Monjolo, concentracde matéria organica, célcio e
capacidade de troca cationica (CTC) apresentaraiagé@a significativa ao longo do gradiente
topogréafico. Na mata do Pitoco, as concentracoepotiéssio e célcio foram distintas nas
comunidades seca e umida da mata, enquanto no réa@l&m do calcio, concentracdes de
N-NO;™ e N-NH," também se diferenciaram ao longo do gradientegt@fico.

Na Floresta Amazobnica (Brasil), estudos ja foramalizados com o intuito de
identificarem possiveis influéncias de gradienbg®gréaficos sobre a disponibilidade de C e N
no solo. Ao longo de toposequéncias na Amazoniesetiites florestas sdo encontradas entre o
platb e a regido de vale, conhecida por baixiotdg#io de platd, foram registradas as maiores
concentracdes de C e N no solo, tendo sido asssciadsua caracteristica textural mais
argilosa (Luizdoet al, 2004; Nardotoet al, 2008). Esses resultados podem ser uma
justificativa para o que foi observado na mata dquira, onde as maiores concentracoes de
N-NOs e N-NH;" foram encontradas na comunidade Gmida, cujo sokesanta maior teor de
argila em comparagdo com a comunidade seca, ajesanbas serem argilosas (Silva Junior,
1995).

Todas as amostras de solo do Pitoco, Monjolo eidfagsdo consideradas com altos
niveis de matéria organica, como registrado amtegate por Silva Junior (1995), pois
variaram entre 11 e 35%. A mata do Monjolo foi @aague apresentou maiores diferencas na
concentracdo de matéria organica ao longo do gradiepografico, independente da época
de coleta, tendo a comunidade seca apresentadenttagbes maiores de matéria organica

gue a comunidade Umida, como ja registrado emagdss anteriores (Silva Junior, 1995).
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Esse padrédo foi distinto do observado nas mataBitdoo e Taquara, onde a comunidade
umida apresentou valores ligeiramente maiores dérraarganica que a comunidade seca.

A presenca de matéria organica também pode aurreedtaponibilidade de nutrientes
como N, P, K, S, Ca, Fe e Mn, reduzindo efeitosatiegs de altas concentracbes de Al
(Barros, 1979; Pereira & Peres, 1985). Maiores eotmacdes de nutrientes no solo foram
encontradas em uma mata de galeria em comparag@dgaopo sujo, cerrado ralo e cerrado
sensu stricto Adicionalmente, maior biomassa microbiana e afitadade, especialmente de
arylsulfatasg0-5 cm de profundidade) foram determinadas no dalmata de galeria, tendo
relacionado esse resultado as caracteristicas getagéio que levam a maior entrada de
matéria organica no solo (Mendes al, 2012). Araujoet al. (2012), ao compararem
comunidades bacterianas de diferentes fitofisioaerdo Cerrado através da técnica de PCR-
RISA, observaram diferenciacédo dos perfis de Mdéa&aleria em relagcdo a Cerrado Denso,
Cerradosensu strictoe Campo Sujo. Esse padrdo foi ainda confirmada p&tnica de
pirosequenciamento, que resultou em maior riguezespécies em Matas de Galeria do que
nas outras fitofisionomias (Araug al, 2012).

Estudos apontam para a grande influéncia dastedisicas da vegetacdo sobre a
composi¢cao da comunidade microbiana do solo, jgggaetidade e qualidade da serapilheira
e da matéria organica, assim como particularidddeszosfera, estdo diretamente associadas
a ela. A diferenciacdo das comunidades bacteriand®ngo do gradiente topografico das
matas de galeria estudadas no presente trabalh® fgodsido influenciada ainda, pelas
espécies vegetais particulares as comunidadestitag seca e Umida de cada mata. Em matas
de galeria, o gradiente topografico e as caratitaxssedéaficas do solo levam a diferenciacdes
da comunidade vegetal em porcdes distintas da matarsos estudos ja mostraram que ao
longo de gradientes topograficos as diferentes o@ades vegetais encontradas apresentam
algumas espécies distintas, adaptadas as condigii@entais e edaficas particulares a cada
porcdo da mata (Silva Junior, 1995; Silva Juni®)12 van den Berg, 2001; Botret al,
2002; Cardoso & Schiavini, 2002).

No entanto, a maioria dos estudos que visam ftEntinfluéncias das comunidades
de plantas sobre a diversidade da microbiota do ®vide a utilizar areas de pastagem e

agricultura. Esses trabalhos frequentemente objativdentificar influéncias de espécies
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vegetais e possiveis alteragdes no uso da terra aatbmposicdo da comunidade microbiana
do solo (Wielancet al, 2001; Chunget al, 2007; Brione®t al, 2003; Segundo Singtt al,
2004). Em estudo metagendmico do gene 16S rDNAgrebs-se que solos de pastagem
antiga e pastagem convertida mais recentementesempayam raizes filogenéticas de
microrganismos mais préoximas que as encontradaéreas de cerrado nativeefisu stricth
provavelmente por diferencas na comunidade ved@uairino et al., 2009). Bossicet al.
(2005) também observaram o efeito da vegetacaeteantinacdo da comunidade bacteriana
de solos tropicais quando comparou areas reflaf@staom areas agricolas pela técnica de
PCR-DGGE 16S rDNA, observando que as comunidadebadtérias dessas duas areas
apresentavam apenas 16% de similaridade de sdiss(pEtGMA-Coeficiente Dice).

Trabalhos que avaliem tais influéncias em floiegta@picais e/ou riparias sdo escassos.
A influéncia da composicgéo e diversidade vegetalrda floresta tropical na Costa Rica sobre
a composicdo de comunidades microbianas do solaviiada através de perfis de PLFA,
tendo sido observadas composi¢fes microbianasitdistnos solos de parcelas que possuiam
espécies vegetais também diferentes, ndo havemdssaiamente correlagdo com a riqueza
(numero de espécies de plantas) de cada parcetaefC& Matson, 2006). Isso apontaria uma
relacdo estreita entre composicdo de espécies aiegeta diversidade da comunidade
microbiana estabelecida no solo de florestas taigic

No entanto, os resultados aqui obtidos sdo osemos a indicarem variacdo de
composicao da comunidade bacteriana do solo ao ldogyradiente topografico de matas de
galeria do Cerrado, sendo tal variacdo consequéwiheterogeneidade de caracteristicas
fisico-quimicas, umidade e composi¢cdo da comunidaddgtal dentro de cada mata. As
andlises de PCA pfincipal component analygiscom o0s paramentros fisico-quimicos
avaliados, apesar de terem apresentado signiféstaistica de seus eixos, ndo indicaram
tendéncias de agrupamento das parcelas amostraislistribuicdo no diagrama de ordenacéo
foi independente da mata a que pertenciam ou dgdmotopografica onde se localizavam
dentro de cada mata. Esse resultado pode ser nmaisndicio da complexidade e
heterogeneidade das matas de galeria do PitocojoMom Taquara que apresentam grande
diversidade de caracteristicas fisico-quimicaogicas. Também pode ser uma justificativa

para a grande variagcdo do coeficiente de simildedantre perfis RISA das triplicatas
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bioldgicas, j& que a diversidade da comunidadeehiaoa em cada parcela estaria sendo

moldada pelas caracteristicas edéaficas nela eactarstr

8.3. Efeito do incéndio acidental

A hipétese (H6) de que o incéndio acidental ocornds matas alteraria os perfis da
comunidade bacteriana do solo foi corroborada pelssltados do presente estudo. Em todas
as matas, as comunidades bacterianas presentefonmseriodo pés-fogo se diferenciaram
daguelas encontradas no solo antes do incéndido Baguantidade como a intensidade das
bandas foram diferentes ap0s o incéndio e a sidalde entre as comunidades bacterianas dos
dois periodos foi de aproximadamente 70% nas teéaswle galeria.

Poucos sédo os estudos que avaliaram mudancasveesidiide de comunidades
microbianas do solo apo0s queimadas (Stadeforl, 1996), sendo que a maioria deles
apresentam relacfes entre alteracOes abidticaadamupelo fogo e mudancas na atividade e
biomassa microbiana. Alguns trabalhos realizadog@&rssistemas distintos aos das matas de
galeria também mostraram que a composicao de cdaues microbianas € alterada apos a
passagem do fogo, corroborando para os resultagn®btidos. Em uma floresta no Canada,
por exemplo, perfis microbianos de RISA e DGGE mawai clara diferenciagdo entre
comunidades de areas queimadas e ndo queimadath nail., 2008). Analogamente ao
resultado obtido com a analise diegerprint, a mensuracdo de carbono e nitrogénio
microbianos também se alterou apds o incéndiogamdio grande impacto da queimada sobre
essas comunidades (Smahal, 2008).

O fogo apresenta efeitos distintos sobre a miotaldo solo. O calor liberado durante
uma queimada pode resultar em mortalidade difemdadile grupos de microrganismos (Dunn
et al, 1985). Alguns grupos especializados, como bastérue oxidam NNitrobacter spp.)
sdo particularmente sensiveis ao calor, enquant@obactérias heterotroficas sdo mais
resistentes a altas temperaturas (idael, 2005). No entanto, Vazquet al. (1993) sugerem
gue mudancas causadas por queimadas no substraser#am impacto muito superior na
microbiota do que o fogo em si. Mudancas nas aanigtitas quimicas (como disponibilidade

de nutrientes, pH) e fisicas (como textuura, esta)tdo solo, em especial na qualidade e
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guantidade da matéria organica apés queimadaaral@ymunidades microbianas e processos
por elas catalizados (Bisset & Parkinson, 1980 ldamal, 2005). Aumentos imediatos na
disponibilidade de nutrientes e no pH do solo apd®go frequentemente resultam em
aumento da biomassa e atividade microbiana (Delu@auhar, 2000; Fisher & Binkley,
2000).

No presente estudo, variaveis do solo também adificaram apos o incéndio
acidental. Nas trés matas de galeria, duas serapasncéndio das areas as concentracdes de
N-nitrico, N-amoniacal, potassio e célcio foram @aés vezes superiores as registradas antes
da passagem do fogo. Nas matas do Pitoco e do MompH em CaCl e concentracao de
fosforo também apresentaram valores mais elevaplds passagem do fogo, enquanto na
mata do Taquara, houve aumento da concentracao atiérian organica no solo apos a
gueimada.

Segundo Khanna & Raison (1986) a concentracaaititens, como Ca K, aumentam
consideravelmente na solugdo do solo imediatanegds a passagem do fogo. No caso do
fosforo, j& foi visto que sua concentragcdo tambémdé a aumentar apos a queima da
vegetacdo e da serapilheira em florestas rip&@asando expressivas modificagdes no ciclo
biogeoquimico desse nutriente (Certeti al, 2005). Em solos de cerrado, o pH do solo
também tende a ser maior apos passagem do fog@ntto-se menos acido (Nardoto &
Bustamante, 2003) e podendo favorecer o desenvattonda comunidade bacteriana em
detrimento da fungica (Bisset & Parkinson, 19804 &inda um decréscimo transitério na
concentracdo de matéria organica como resultadacatsumo pelo fogo (Nardoto &
Bustamante, 2003; Certimt al, 2005, Hartet al, 2005), apesar de na mata do Taquara, a
concentracdo de MO no periodo pés-queima ter sidmrmgue as registradas antes do
incéndio.

Quanto a nitrogénio, imediatamente ap0s passageimgo, ha um decréscimo
da concentracdo de N organico presente no soloemwrréncia de volatilizacdo (Fisher &
Binkley, 2000apud Hart et al, 2005). No entanto, em questdo de poucos di&s psirdo
pode ser alterado. Nardoto & Bustamante (2003estétm o efeito de queimada prescrita (em
julho) sobre as taxas de mineralizacdo liquida @ebddmassa microbiana do solo em areas de

cerradostricto sensuHouve aumento significativo de N-amoniacal naaareeimada (1,5-,8
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mg.kg" para 3-34mg.kQ) no periodo de cinco dias ap6s passagem do fogpaato nao
houve alteracdo significativa nas concentracdedNghtrico. Adicionalmente, a biomassa
microbiana aumentou 3,4 vezes no inicio da estelgdeosa (outubro e novembro) seguinte a
gueimada prescrita (Nardoto & Bustamante, 2003).

Além da biomassa, h& registros de que a composigdcomunidade bacteriana
também pode ser alterada com o aumento de nusi@ittegenados no solo em funcao da
passagem do fogo. Um estudo em florest®ieis no Novo México mostrou que, um més
apos o fogo, valores de pH e da concentracdo d©Nflram maiores nos plots queimados
e, através da técnica de T-RFLP, observou aumentbversidade de bactérias nitrificadoras
nas areas queimadas e alteracdo na dominanciaugesgbacterianos que oxidam amonia,
indicando que queimadas podem alterar a composicdcabundancia relativa daxa em
comunidades de bactérias do solo (Yeagat, 2005).

Portanto, as modificacbes causadas pelo fogo soBuédstrato das matas de galeria
aqui estudadas podem ter acarretado nas alteraf@esvadas nos perfis de RISA das
comunidades bacterianas. O aumento do pH, compogtogenados, P disponivel, K, Ca e
modificagbes na concentracdo de MO podem ter inéliaelo alteracdes na comunidade
bacteriana, indicando que a passagem do fogo erasnu# galeria altera ndo apenas as
comunidades vegetais, mas também a microbiotaiadsoao solo. A maior intensidade das
bandas encontradas nos perfis de RISA apds a qieipwde indicar maior abundancia dos
grupos que compdem as comunidades bacterianasdatje a similaridade de 70% com 0s
perfis anteriores ao distUrbio indica que a cong@msdas comunidades bacterianas também é
alterada pela passagem do fogo. Dessa forma, erpeetrabalho € o primeiro a mostrar
alteracdes nas comunidades de microrganismos doesolmatas de galeria do Cerrado em
funcdo de um distlrbio naturalmente pouco frequemi&@s que vem ocorrendo com uma
frequéncia cada vez maior nessas matas de galerifuecdo da atuacdo antrépica nas

proximidades da reserva.

8.4. Sequenciamento

Com o sequenciamento das bandas escolhidas nedgéRISA 16S foi possivel

verificar a predominancia das divisbes actinobé&cter proteobacteria. Acidobactérias e
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Gemmatimonadetes apresentaram apenas um represeatiddentre as bandas retiradas dos
géis.

As actinobactérias sdo gram-positivas e com aliwetido de G+C. Uma caracteristica
marcante & a producdo de enzimas extracelularesdggeadam moléculas complexas
comumente encontradas no solo (ex.: himus, qutoeulose), além da sintese e excrecao de
milhares de metabdlitos como antibidticos, insdéisi e controladores de ervas daninhas.
Neste grupo também sdo encontrados representaméeseglizam o processo de fixacéo
biolégica do nitrogénio atmosférico e patdgenopldatas (Moreira & Siqueira, 2002).

No grupo das actinobactérias, alguasa mais especificos foram possiveis de serem
identificados no BLAST. A subordem Acidimicrobinegerdem Acidimicrobiales e os
génerosAcidothermugordem Actinomycetales) Acidimicrobium(ordem Acidimicrobiales)
foram identificados em bandas comuns a todas aasmpéeriodos de coleta e posicao no
gradiente topografico. Uma banda identificada c@treptomycegordem Actinomycetales)
também foi ubiqua a todos os perfis analisados g8sero ja foi reportado como dominante
em solos de florestas por apresentar toleranc@daza(Davis & Williams, 197@pud Melo,
2002).

Bandas presentes apenas na comunidade Umida das fioram identificadas como
Acidimicrobineae. Ja no periodo poés-fogo, bandasadgnobactérias mais intensas ou
identificadas apenas nesse periodo pertenciam mer@gitasatospora sendo que todas
estavam presentas na comunidade Umida da rEstse resultado pode indicar grande
diversidade de espécies pertencentes ao filo Amicteria no solo de matas de galeria.

A divisdo proteobacteria, ou bactérias purpunaslui a maioria das bactérias gram
negativas, organismos fotossintetizantes e nacdottetizantes, anaerdbios e aerdbios,
heterotroficos e quimiotroficos. Esse filo é sulidilo em classes alfa, beta, gamma, delta e
épsilon. A maioria das proteobactérias identificadantre as bandas sequenciadas pertencia
ao grupo das betaproteobactérias. A esse grupoadaalas espécies importantes para o ciclo
do nitrogénio, coma\itrosomonase Nitrosospirg responsaveis pela oxidacdo de amdnia
(Headet al, 1993).

A espécieVariovorax paradoxuscuja banda de onde foi extraida apresentou maior

intensidade na comunidade Umida das matas, € penena classe Betaproteobacteria.
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Variovorax paradoxusé uma bactéria aerObica e gram-negativa, ubiquademrsos
ambientes (Jamiesoet al, 2009). Essa espécie apresenta uma estratégiaesi€inoento
através da oxidagao de gas hidrogénio, que temasislaciada a promocéo do crescimento de
plantas como parte de um consorcio com organishiaastdoficos noduladores (fixadores de
nitrogénio atmosférico) na rizosfera (Maimaiial, 2007).

Uma banda identificada como gamaproteobactérialfeeérvada com mais intensidade
e nitidez em perfis de comunidades Umidas das mideaslasse das gammaproteobactérias
incluem bactérias entéricas, pseudomonas fluoresgerbactérias purplreas e outras
metabolizantes de enxofre (Woese, 18BuddMoreira & Siqueira, 2002).

Outro género identificado apds sequenciamentGémmatimonagertencente ao filo
Gemmatimonadetes, tendo apresentado alta inteesdiadanda em perfis da comunidade
Umida do Taquara. Esse grupo de bactérias graniveega aerobias é largamente encontrado
em ambientes aquaticos e terrestres (Zleard) 2003).

O grupo das acidobactérias também estiveram meetas em perfis de RISA. Uma
banda presente na mata do Pitoco apds o incénidiendal foi identificada com&olibacter
usitatus. Solibactefoi o género mais recentemente proposto nessegfile, até o momento,
apresenta apenas quatro géneros (Eicledrat, 2007). O filo das acidobactérias, encontrado
nos mais diversos ambientes, & conhecido pelarprefia por ambientes com pH acido, baixa
concentracao de £ oligotroficos, apesar de também se desenvolvecandicdes de alta
concentracdo de nutrientes (Eichoedt al, 2007). A grande variedade ja reportada de
sequéncias do gene 16S rDNA de acidobactérias esugrande plasticidade metabdlica
(Eichorstet al, 2007), como a encontrada no grupo das proteaimst@Hugenholtzt al.,
1998).

Apesar de no presente estudo apenas uma bandesAedR sido identificada como
Acidobacteria, sabe-se que esse grupo apresemadegabundancia no solo de matas de
galeria. Em estudo metagenémico com 16S rDNA radtizpor Araujcet al (2012) no solo
da mata de galeria do Pitoco foi encontrada pred@mcia de OTUsoperational taxonomic
units) pertencentes ao filo Acidobacteria (aproximadametb% do total). O segundo filo
mais abundante foi Proteobacteria, com 40% das OTDentro desse grupo, as

alfaproteobactérias apresentaram maior represédtade no solo. Actinobacteria foi o quarto
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filo mais abundante, representando cerca de 5%iwdasdiade bacteriana do solo. O filo
Gemmatimonadetes também foi identificado no solo ndata de galeria, com uma
representatividade de pouco mais de 1% da divelsida bactérias

Como no presente estudo foram selecionadas baedatSA para o sequenciamento,
o resultado obtido pode nao refletir necessariaenargbundancia relativa dos filos presentes
no solo das matas de galeria, ja que o niumero a@abasequenciadas foi muito aqguém do
observado nos perfis de RISA. Adicionalmente, umaalbanda pode representar mais de um
grupo de organismos, 0 que aumentaria ainda mdiseasidade filogenética de bactérias
encontradas no solo das matas. Apesar desse \@équenciamento foi importante ao mostrar
gue, mesmo com poucos representantes da comurbdatigiana sequenciados, uma grande

diversidade de bactérias pode ser observada esd®lmatas de galeria.

9. Conclusodes

Os resultados do presente trabalho, obtidos parslaias de Galeria dos corregos
Pitoco, Monjolo e Taquara, indicaram que a sazdad® da precipitacdo caracteristica do
Cerrado € um fator importante para a dindmica darsidade bacteriana no solo dessa
fitofisionomia florestal. O acompanhamento das coicades de bactérias ao longo da
sazonalidade da precipitacdo mostrou que mudargasnidade do solo e em parametros
guimicos, como concentracdo de nutrientes, podem regponsaveis pelas alteracdes
encontradas nos perfis de RISA dessas comunidati#@isionalmente, a avaliagdo da
influéncia das tansi¢cbes entre estacdes sobre ¢dauas bacterianas do solo das Matas de
Galeria indicou mudancas claras de sua diversigatdeesposta a alteracdes nos teores de
umidade do solo.

O experimento de adicdo de agua na comunidadealudadmata do Pitoco veio
corroborar com os resultados obtidos nas transigdgs estacdes. A simulacdo da primeira
chuva no periodo de transicdo entre estacbes selbavesa indicou resposta imediata dos
perfis de RISA 16S-23S rDNA do solo a entrada deagapos o longo periodo de seca. A
solucdo obtida com a lixiviagcdo da serapilheira geareta em entrada de nutrientes no solo

com a primeira chuva € mais um fator que influergcidiversidade bacteriana no inicio da

98



estacdo chuvosa. No entanto, essa € uma respostaramsiente, ja que tende a cessar nas
primeiras horas apos a entrada dos nutrientes.iokdienente, mudancas nas concentracoes
de N-NGQ e N-NH," podem indicar altera¢des no ciclo biogeoquimicoNdtogo apds as
primeiras chuvas da estagdo chuvosa, provavelmpoteresultar em maior atividade
microbiana no solo, como ja visto por estudos &rts.

O presente trabalho é, portanto, o primeiro aiavefeitos da transicdo entre estacdes
seca e chuvosa sobre a comunidade bacterianaaed®imatas de galeria do Cerrado. Sua
importancia vem somar aos poucos trabalhos quetibm avaliar alteracbes na
diversidade microbiana do solo em resposta as pemehuvas apos longa estacdo seca.
Corrobora ainda para uma melhor compreensao de&imfla da sazonalidade da precipitacdo
sobre matas de galeria, ao indicar mudancas claasomunidade bacteriana do solo,
responsavel por processos biogeoquimicos chavesa$sistema.

O gradiente topografico das Matas de Galeria tambs# visto por influenciar a
diversidade em comunidades bacterianas do solwipalmente na mata do Monjolo, mesmo
apos incéndio acidental das matas. Além da varidgdomidade e de parametros quimicos
entre por¢cbes Umida e seca, a presenca de comesifladsticas distintas no decorrer do
gradiente topografico pode ter sido um fator imguate para justificar as diferencas
observadas na diversidade bacteriana do solo. isiridades distintas floristicamente dentro
de uma mesma mata de galeria, identificadas nbslvas de Silva Junior (1995, 2001)
também sao distintas do ponto de vista dos prosedsociclagem biogeoquimica, como
observado por Parron (2004) e, como observado esepte trabalho, apresentam distingao
quanto a diversidade da comunidade bacterianaldo so

Tanto as comunidades floristicas como 0s procdssggoquimicos que ocorrem nos
ecossistemas sdo intimamente relacionados a nitaolpresente no solo. Apesar de
mudancas na atividade, respiragdo e biomassa n@nehja terem sido exploradas em
diversos ecossistemas que também apresentam tbiaogemacteristica, a influéncia do
gradiente topografico de Matas de Galeria do Cersathre comunidades microbianas ainda é
pouco estudada. Mudancas na diversidade e compdsagderiana em funcdo do gradiente

topografico sdo particularmente negligenciadas paekioria dos estudos que se tem
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conhecimento, mas sdo de extrema importancia para melhor compreencdo sobre a
biodiversidade dos ecossistemas.

A topografia e sua influéncia na altura do lerfgehtico sdo determinantes na largura
das Matas de Galeria. De acordo com Silva Juni@d@iPa comunidade umida pode chegar
aos 80m de distancia das margens do corrego Mo(iREGCOR — IBGE), em seu trecho
inicial mais plano, enquanto que a comunidade seocare as margens do cOrrego Taquara
(RECOR-IBGE), devido ao seu leito profundamenteae@do. Isso indica que os 30 m
protegidos por Lei (h7.511/86 do Cddigo Florestal), aplicaveis no cdas matas aqui
consideradas, e a possivel reducdo para apenas(lL&i m° 1.876/99), ndo sao suficientes
para a protecdo de toda a complexidade floristieateitural encontrada nessas matas. Em
algumas situacdes, dependendo da topografia dg &meamo a comunidade Umida,
geralmente mais proxima as margens dos coOrregos, genas parcialmente protegida. O
presente trabalho veio ainda somar informacdes riapes a respeito da efetividade do
Caodigo Florestal ao mostrar que a faixa de proteigderminada por Lei também ndo garante
a preservacao da biodiversidade das Matas de &aileciusive de comunidades bacterianas
presentes no solo. Essa fitofisionomia vem sendia ceez mais afetada por disturbios, a
maioria deles de origem antrdpica, e pouco se salbke as consequéncias de tais disturbios
sobre a diversidade presente no ecossistema.

O incéndio acidental ocorrido ao final da estagdca de 2011 nas Matas de Galeria
dos coérregos Pitoco, Monjolo e Taquara foi uma tymidade encontrada para estudar a
resposta da microbiota a um distlrbio pouco asdoaaessa fitofisionomia. A passagem do
fogo influenciou a diversidade da comunidade bastar Pelos dendrogramas apresentados
houve clara diferenca entre perfis de RISA antegp@&s o incéndio. A concentragdo dos
nutrientes e o pH do solo também foram alteradds apassagem do fogo, apresentando um
provavel efeito sobre a diversidade das comuniddeserianas. Apesar de a literatura
registrar aumentos da diversidade e composicacoemridades bacterianas apos a passagem
do fogo mesmo um més (Yeagsral, 2005) e um ano apoés o disturbio (Snathal, 2008),
seria importante 0 acompanhamento a longo praztindanica da diversidade bacteriana em
solos das Matas de Galeria. Essa fitofisionomiaefital ndo é adaptada a queimadas

100



frequentes, mas mesmo assim vem sendo cada veafetda por esse disturbio e pouco se
sabe sobre a recuperacao da fauna, flora e da adexdermicrobiana apds sua ocorréncia.

As triplicatas biolégicas dos perfis de RISA obfid®esse estudo apresentaram grande
variagcéo de similaridade entre si, independentmala analisada. Apesar disso, agrupamentos
de perfis em funcdo de uma ou mais variaveis artdierestudadas (sazonalidade da
precipitacdo, gradiente topografico e distlrbioseao pelo fogo) mostraram tendéncias claras
gue permitiram a corroboracao das hipéteses imeiale propostas.

Variacdes temporais e espaciais no teor de umidaue pH (para o caso do periodo
pos-fogo), assim como nas concentracfes de n@siesbmo calcio, potassio, fosforo e
nitrogénio (N-NQ* e N-NH;") podem ter influenciado as alteracdes na comugidad
bacteriana observadas pelos perfis de RISA. Nontmta analise de PCA néo forneceu um
padréo claro de agrupamento das amostras dasndé@ermatas em funcdo de uma ou mais
variaveis quimicas mensuradas. Esse resultado pedaim indicio da complexidade e
heterogeneidade das matas de galeria, mesmo dienpequenas faixas avaliadas, como os 50
metros dos transectos demarcados nas areas. Aalioemie, pode ser uma justificativa para a
grande variagdo entre triplicatas dos perfis deAR|8 que comunidades bacterianas sofrem
influéncia das caracteristicas edéficas proprideckl em que se encontram.

Finalmente, os resultados obtidos com o sequeec@mmmostraram dois grupos
dominantes na composicdo das comunidades bacteriactinobactéria e proteobactéria. No
entanto, a analise de altera¢cdes da composicéiestita em funcéo de algumas limitagbes da
técnica de RISA e das dificuldades enfrentadas ansequenciamento das bandas
selecionadas nos perfis. Em um ambiente como ¢ soloimero maximo de diferentes
fragmentos de DNA separados por técnicafirdgerprint é vastamente subestimado (Ibekwe
et al, 2001) e o padrdo de bandas gerado é considecexdo uma imagem da comunidade
microbiana, refletindo as sequéncias de DNA maismdantes. Adicionalmente, sequéncias
diferentes podem co-migrar em posicoes idénticasnealguns grupos de microrganismos, a
analise de sequéncia 16S-23S rDNA ndo permite aimisacdo de espécies. No entanto,
apesar dessas limitacbes, a técnica de PCR-RISAadalano presente estudo permitiu
diferenciar, temporal e espacialmente, populacédsadtérias no solo.
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Anexo 1 - Tabela 6.Andlise de solos (0-10 cm de profundidade) dasucidades vegetais Umidas e secas das matas do,Pitoc
Monjolo e Taquara, RECOR, Brasilia - DF, nas e®lacfeca e chuvosa e apos queimada acidental embsetde 2011. CTC:
capacidade de troca catibnica; MO: matéria orgaMabores de desvio padrdo sdo apresentados eméstpses.

Parametros Epoca de coleta Pitoco Monjolo Taquara
P Com. Umida Com. Seca Com.Umida Com. Seca Com. Umida Com. Seca
NNO~ Estacao Seca 1,29 (0,34) 1,80 (0,74) 1,89 (0,77) 91 (I,05) 2,24 (1,59) 1,10 (0,27)
(m /k3) Estacdo Chuvosa 0,52 (0,67) 0,64 (0,21) 1,19 (1,05) 1,40 (0,20) 1,83 (0,45) 0,94 (0,16)
9’kg Pés-fogo 5,96 (2,21) 3,23 (1,18) 5,72 (2,58) 4B69) 3,77 (1,24) 2,80 (1,33)
N-NH,* Estacdo Seca 17,12 (3,29) 19,30 (2,04) 11,90 (0,35) 16,30 (5,99) 21,63 (6,68) 12,94 (0,57)
(mg/kg) Estacdo Chuvosa 48,68 (22,55) 44,52 (12,01) 49,64 44,43 (8,88) 65,93 (14,90) 37,66 (6,54)
P6s-fogo 94,89 (75,60) 73,21 (36,44) 86,19 (57,82) 99,20 (93,19) 81,98 (39,75) 68,44 (1,22)
S Estacdo Seca 6,23 (0,86) 8,73 (4,36) 16,93 (19,97) 8,60 (6,56) 11,93 (8,59) 6,43 (3,14)
P (mg/dm) Estacdo Chuvosa 4,93 (1,25) 4,57 (1,53) 4,87 (1,40) 9,80 (2,16) 4,97 (3,61) 6,00 (1,15)
Pés-fogo 10,47 (4,80) 8,07 (3,58) 10,63 (2,23) 317796) 11,77 (10,00) 6,83 (3,21)
Estacdo Seca 60,00 (8,66) 100,67 (20,20) 63,081p1, 103,33(21,36) 61,00 (25,98) 59,00 (16,70)
K (mg/dn?)* Estacdo Chuvosa 51,00 (6,55) 70,00 (12,76) 535.04) 95,33 (27,42) 35,00 (10,58) 38,00 (6,55)
P6s-fogo 131,00 (36,51) 158,67 (11,02) 138,67 @4,6 191,67 (39,58) 98,33 (50,50) 120,33 (13,05)
Estacdo Seca 0,12 (0,01) 0,25 (0,08) 0,22 (0,09) 21 @,04) 0,47 (0,03) 0,31 (0,06)
c&* (mg/dn?)* Estacdo Chuvosa 0,13 (0,02) 0,19 (0,06) 0,19 (0,08) 2,36 (2,03) 0,20 (0,03) 0,22 (0,01)
P6s-fogo 0,34 (0,06) 0,50 (0,08) 0,46 (0,15) 1897) 0,44 (0,19) 0,56 (0,06)
Estagdo Seca 0,18 (0,03) 0,36 (0,17) 0,31 (0,09) 47 (1,52) 0,47 (0,24) 0,31 (0,10)
Mg? (cmol/dn)*  Estacdo Chuvosa 0,24 (0,06) 0,28 (0,16) 0,27 (0,06) 1,44 (1,24) 0,28 (0,15) 0,20 (0,02)
Pés-fogo 0,18 (0,03) 0,32 (0,13) 0,24 (0,07) 0887 0,23 (0,15) 0,24 (0,04)
Estagdo Seca 2,37 (0,92) 2,37 (1,08) 2,93 (0,17) 66 (I,54) 2,67 (1,46) 2,67 (0,37)
A% (cmol/dr)* Estacdo Chuvosa 2,96 (1,00) 2,25 (0,84) 2,21(0,59) 1,66 (1,50) 2,18 (1,13) 2,05 (0,33)
Pés-fogo 2,53 (0,55) 2,10 (0,62) 1,70 (0,46) 120%) 1,93 (0,76) 2,00 (0,87)
Estagdo Seca 2,83 (0,91) 3,24 (0,99) 3,63 (0,31) 60 (2,30) 3,61 (1,29) 3,49 (0,57)
CTC (cmol/dn?)* Estacdo Chuvosa 3,46 (1,03) 2,89 (0,75) 2,81 (0,51) 5,71 (1,94) 2,75 (1,00) 2,56 (0,36)
Pés-fogo 3,38 (0,68) 3,33 (0,50) 2,75 (0,49) 4BTQ) 2,86 (0,54) 3,11 (0,86)
MO (dag/kg)* Estacdo Seca 22,66 (7,64) 20,43 (8,26) 13,93 (3,04) 24,72 (7,06) 22,09 (12,000 18,93 (7,68)
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Estac&o Chuvosa 22,88 (8,01) 18,04 (10,13) 11,00)2 24,02 (0,38) 14,69 (9,15) 12,50 (2,49)
P6s-fogo 20,98 (5,71) 16,52 (3,27) 15,54 (6,32) 08%1,64) 18,41 (12,29) 33,04 (0,47)

P, K - Extrator Mehlich 1; Ca, Mg, Al - Extrator KCI (1 mol/l) *Analises realizadas no Laboradrio de Analise de Solos, Universidade Federal décosa
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ANEXO 2

Bl -
GGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGTTGGATCACCTCCTTTCTAAGGAGCATICGG
CCGCCGTTTGGTGGTCCAGAGGCCATTGCGCAGGCGTGGGTCCTGCGGTETEG
CTCATGGGTGGAACGTTGGCTATTCGGCACGGTTGGTGAGGGTTCGTTABGCTGC
TTCGGCGTGGAAGGCGGATCGGATCTGGTCGGGTCGGGCCCGTTGTTGETG
AGGGTGCGGGAGTTTTTTCCTGTTCCTCTGGTG

B2-
CGCTGCGCCACCCGTAAGGGGGGCAGGCGCCCACGGTATGGTCGGTGATEGGT
GAAGTCGTAACAAGGTAGCTGTAGGAGAACCTGTGGCTGGATCACCTCCTICTA
AGGAGTCCACAGGGTCTGTACCCCGCCTCGATTGTGTGCCTACCTAGTCTRAGGG
AGCCACCCGTCCGCCTCGTTGGCGGGCGGATGCTCTTTGGCAACCGACUOTATCC
GCGGAGGACGTGCTTTCGGCCTCATGTGGCACCACGGGCCTATAGCTCABGEGC
TAGAGCGCACGGCTGATAACCGTGAGGTCAGTGGTTCAAATCCACTTAGGCCAC
CATGACCTCGCCGTCGGGGCTGTAGCTCAGCTGGGAGAGCGCCGCCCTTAALSG
CGGAGGTCGCCGGTTCGAACCCGGTCAGCTCCACCAACCCGCGGAGAAGAGG
CCAGCGGTCGATCATTCCCCTACGGAATGCTCGATCGGTGGCGTTTCCCAGGA
ATCGTCACGGCGGGCCACTGAGCCCGCGGTTCATTGACAACCGAAGATCGATT
TAGTTGTAGGGCATCGATAGCCGACTACACGTGTTTCAAGCAGTGTAAACGTGT
GGTCAAGCTACTAAGGGCGTACGG

B3-
CCCGTAAGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGGTCGGCGATTGGGACGAAGETA
ACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGACGACC
TGGCGCGGTCCTTCGGGAT

B4 -
ACCCGCAAGGGAGGGAGCCGTCCAAGGTGGGGTCGATGATTGGGGTGAAGTT
AACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGBAAA
TCGGGCGTTGCGGCGGCCTACGGCGTGAGCCGTAGCGTCCCCGAGCGGTEaEsA
GCCCTCCCGGATCCGCGAGGAAACGGGAGGGTGCGCCGCTGACGCCTTTEICA
CCCCTTGCCACTACCAGGTTTGCTTCCGGGGGGCCTCGCAGGGCTCGCTTATT
GCCTGCGCGGCCGCCGCCGGAAGGGCGCACCTTGATAACTGCATAACGTGGTC
GTGTACGCCCGTTTCCAAGGCGGGTCGTGTGCGATCGTGCAATCTCTATAGCTA
CTCCTAAGGTTGTAAAGCTTCAAGCTAGAAAGGGCGCACGG

BS -

ACTCGCTATGCAGTTCTCAAGGTGCCGTTGATTGGAGCGCGAGGAGCCCARGGC
GAACCCGGGGCGACAGGCAGAGCGGCTGCCATCGAAAGATGGCAGCCGTBGG
CTCCCTCAAAGCGGAAGAAAGGACGAAAGTCAGTGCACCAACTGGGAGTCGGT
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GATCAATCGAGGCGTGTGCCTCGGTGTCACCCTGGGTGACTCCTTAAAAAGAGG

TGATCCAGCCGCACCTTCCGGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAEGCT

AACCCCACCTTCCACGGCTCCCTCCCAAAGGGTTGGGCCACCGGCTTCGHBGTTG
CCAACTTTCGTGG

B6—
AGCATGTGATCCAGCCCGACCTCCCCTAACTCGATGATGACCACCGCGGTT GG
CCATCTCCGGATCGCGCACCGTGCGATTGAGCAGGGTGGTTTTTCCGCTGGA

B7 -
CCGGTGGCCTAACCCGCAAGGGAGGGAGCCGTCCAAGGTGGGGTCGATGAGG
GGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTLITT
CTAAGGAGAAATCGGGCGTTGCGGCTCCCCGAGCGGTGGGGGAGCCCTCGGAT
CCGCGAGGAAACGGGAGGGT

B8 —
GCTTTATCTTTATTCGTTCAAAATACTAACATACTAAGTTTACACCCCCGCATGTG
TCTCCTCTTTACAGTCAATATTTTTACAGGAAATATTTTTTTTCTTTTTATAGCCGC

ATTTAGACAATCTGTGTGGACACATCACAATACGTCTCTTTTCGGTAAGGAGGTGT
TCCAACCACAGGTTCCCCTACGGTTACCTTGTTACGACTTCACCCCGGTOAAAT
CACAAAGTTGTAAGCGCTCCCCCGTAAGTTAAGCTACCTACTTATTTTGCACCCA
CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTGCAA

B9 —
AGGGAGGGAGCCGTCCAAGGTGGGGTCGATGATTGGGGTGAAGTCGTAAGKSG
TAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGGA

B10-
TCTACGATTCGTAGAGTTTGCCCATCAATATTCAATTGTCCACTACCTCAATGCG
TCATCGGACTGCAACGTCCGTCAACGCGCAAGAAAGAGGGAAGAAACCACKEGA
AGCACAAAATGCACATGAGCTTCTTGTCCCTCTTGGGGTTCCTTCTTCTTTTCAGT
GGAGATGATCGGGTTCGAACCGACGGCCTCCGCAGTGCAAGTGCGGLCGCTCCC
AACTGAGCTACATCCCCCTACCCAAACCCTCTTCAC

B11-
TCGGTGTGTTCCCTAACACCACTACACCACGCACTCGTCAGTTTTCAAAGECAGA
AACAGAGACAAAAAAAAATCCCTGACCGAAAAAGAATCGATGATCGAGTGT GGA
AAGTGCGGGCGACTCTCGAGGCCTTTCGTCGCGCGGCAAGCCGCGCAGTTACG
GCGCTCCAGAAAGGAGGTGATCCAGCCGCAGGTTCCCCTACGGCTACCTTGAC
GACTTCGCCCCAGTCACCGACTTGACCTTAGACGGCTGCCCCCTTGCGGEEGCCC
ACCGGTTTCGGGTCCCTCCGGCTTCCATGGCGTGACGGGCGGTGTGTA

B12-

TTGCCCGCGCGCTTTTGCCCGTGACGCGTGGTGGAGCTGATCGGGTTCCABGAT
GACCCCCGGCTTGCAAAGCCGG
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B13-
ACAACCGAAGACCAAACCGCTCACGCGGCCGTGCCCTCAGACACCCAACABGT
GCCATACCAAACAAAAGCGCCGATGTTCCACCCATGAGCAAGCACTCACAGACGT
TCGGCGCGAGCTGCTATGTGCTCCTTAGAAAGGAGGTGATCCAGCCGCAQTCC
GGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCGTCCCAATCGCTGGTCCCACCTTC@ASGCT
CCCCCCACAAGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACTTTCGTGATGA
CGGGCGGTGTGTG

B14 -
GCGTGTTCTTTGCATTGGTTACCCTAAATTACTTTCTTCGCTATTCGATTTGAAGG
TACATGTCGCGGCGCGAGGCCGGGCATCGATGATACCCACCAGGCGGCGMCT
AACACATGGAGATGACCAGATTCGAACTGGCGACCCCCTGCTTGCAAAGCAGTG
CTCTCCCAGCTGAGCTACATCCCCAAATGGGATCTCTTCACTTGAGATCQTATCG
TTTGGCCGGCAACGTCACGCTCTGGGCACCAGCGG

B15-
AAGGTATGACTGGTGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGACCT
GTGGCTGGATCACCTCCTTTCTAAGAGTGTTCACTCATGGGCTTCGGTCAGGGT
CAATGTGATTCGCGCGACTCTTGACGAGATTCGAGTCTGGCTTCTGTACATTCT
GCCTCAAAATTTTCCGATTATCCCAAAAGAACGCCATCGGGCCTGTAGCTBGGT
GGTTAGAGCGCACGCCTGATAAGCGTGAGGTCGGTAGTTCAACTCTACCGAGCC
CATGTTAGTGAAGAGGGTTGGGTAGGGGGATGTAGCTCAGTTGGGAGAGOCGC
ACTTGCACTGCGGAGGCCGTCGGTTCGAACCCGATCATCTCCACTGAGAABAAG
AAGGAACCACAAGAGGCACAAGAAGCTCATGTGCATTTTGTGCTTCTTGTGTTT
CTTCCCTCTTTCTTGCGCGTTGACGGACGTTGCAGTCCGATGACGCAACTG

Bl6-
CACTGTGCAGTTCTCAAACAACGACCGAAGACCAAACCGCCTCACAGCGGCGTG
CCCTCAGACACCCAACAGCGTGCCATCACCAAACTTGAAGCGTCGATGTTCACC
CATGAGCAAGCACTCGCACACGTTCGGCCCGAGCTGCCATGTGCTCCTTARAG
GAGGTGATCCAGCCGCACCTTCCGGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCGTBCAAT
CGCTGGTCCCACCTTCGACGGCTCCCCCCACAAGGGTTGGGCCACCGGEEGG
TGTTACCGACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTGCAA

B17-
GCAGTTCTCAAACAACGACCGAAGACCAAACCGCCTCACAGCGGLCCGTGOCTCA
GACACCCAACAGCGTGCCATCACCAAACTTGAAGCGTCGATGTTCCACCCRGAG
CAAGCACCCAGGGACGTTCGGCCCCAGCTGCCATGTGCTCCTTAGAAAGGEIGTG
ATCCAGCCGCACCTTCCGGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCGTCCCAATECTGG
TCCCACCTTCGACGGCTCCCCCCACAAGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGITIACC
GACTTTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAA
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B18-
CTCAACCTGCTGAAGATTCCGCTCGAGTAGGCCGGCCAAGCCCAACAATARAGG
AGAATAAACGCTAGATGTTGCACATGATCGGACACGCCCTTTTCGGGTTGACAT
CGGTCTGCTGGCCCGTGCCATCATGCCCGGCCGGCACCACATGGGCCTGYATG
ACTATGATTCTTGGTCTCGTGGGTGCGTGGCTCGACGGCTCGATCGGCCBAGAC
CGGCATGTACCAGGAGGGCCACCCGGCGGGGTGGTTCATGGCGCTCTTAIMCC
CTAATCTGACTGTTTAGTTACACGCGTGCAATTGGGTGATTCAGCAGGTTAGCTT
TCCGTTCTGTACCTCTACGGACTGCGTGCTCTGCTTGCCGTTCTTCTCCABGTGAC
GTTGTAGGTGCCGGGCGGCAGCGGGATACGGGCGGTGTGTACAAA
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