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RESUMO

O Parque Estadual da Serra do Tabuleiro (PEST) ¢ uma unidade de conservagao de protecao
integral dentro do ameacado bioma Mata Atlantica, sendo a floresta ombrofila densa
submontana (FOD) o ecossistema de maior area dentre os 84.130 ha do PEST. Uma importante
estratégia conservacionista ¢ avaliar as comunidades microbianas do solo de areas preservadas,
ja que bactérias e fungos, os principais constituintes, desempenham papel importante na
manuten¢do dos ecossistemas, participando da ciclagem de nutrientes, associagdo com plantas
e ciclos biogeoquimicos. Entretanto, ndo ha estudos sobre avaliagdo de comunidades
bacterianas e fungicas do solo no PEST. Desta maneira, neste trabalho foram caracterizados
atributos quimicos do solo e sazonais que possuem relagdo com a estrutura de comunidades
bacterianas e fungicas de FOD no bioma Mata Atlantica. Foram selecionadas trés areas de FOD
dentro do PEST e coletadas cinco amostras em cada 4rea na camada 0-20 cm, em periodos de
inverno e verdo. A partir de andlise independente de cultivo (PCR-DGGE), em que foram
utilizados primers BAC338F-GC e UN518R para amplificagdo por PCR da regido V3 do gene
RNAr 16S para bactérias e os primers ITS1-GC, ITS4 e ITS2 para amplificagdo por nested-
PCR da regido ITS I para fungos. As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese
em gel de gradiente desnaturante (DGGE) em que foi determinada a estrutura de comunidades
bacterianas e fingicas nas duas estagdes do ano e avaliadas por PCoA e ANOSIM. A estrutura
das comunidades bacterianas apresentou disting@o entre as areas de inverno e verdo, entretanto,
apresentaram pouca distin¢ao entre os grupos de mesma estacdo. J4 a estrutura das comunidades
fingicas apresentou pouca distingdo entre as areas das duas estagdes, em que as areas dentro
das estacOes se mostraram semelhantes. Na analise pela dbRDA, a matéria organica do solo
(MOS), o Al e 0 Ca demonstraram serem os melhores preditores das estruturas de comunidades
de bactérias. Para a estrutura das comunidades fungicas, a MOS, o P e 0 Mg apresentaram serem
os melhores preditores. Deste modo, este trabalho demonstrou que além da influéncia dos
atributos quimicos ja citados, possivelmente a pluviosidade e a temperatura também
influenciam a estrutura das comunidades bacterianas e fungicas do solo de FOD no PEST.

Palavras-chave: comunidades bacterianas 1. comunidades fungicas 2. PCR-DGGE 3.



ABSTRACT

The Serra do Tabuleiro State Park (PEST) is a conservation unit of integral protection within
the threatened Atlantic Forest biome, with the dense low-montane ombrophilous forest (FOD)
being the largest ecosystem area among 84,130 ha of PEST. An important conservation strategy
is to evaluate soil microbial communities in preserved areas, once bacteria and fungi are the
main constituents and play an important role in maintaining ecosystems, as nutrient cycling
controllers, plant association and biogeochemical cycles. However, there are no studies on the
assessment of soil bacterial and fungal communities in the PEST. Thus, the edaphic and
seasonal factors which are related to the structure of soil bacterial and fungal communities in
FOD of the Atlantic Forest biome were characterized in this work. Three areas of FOD were
selected within the PEST and five soil samples were collected in each area in the 0-20 cm layer,
in winter and summer periods. As from culture-independent analysis (PCR-DGGE), in which
primers BAC338F-GC and UN518R were used for PCR amplification of the V3 region of the
rRNA 16S gene from bacteria and the primers ITS1-GC, ITS4 and ITS2 for nested-PCR
amplification of the ITS I region from fungi. The amplicons samples were subjected to
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) in which the structure of soil bacterial and
fungal communities was determined in both seasons and evaluated by PCoA and ANOSIM.
The structure of soil bacterial communities showed distinction between winter and summer
areas, however, there is little distinction between groups from the same season. The structure
of fungal communities showed little distinction between the areas of the two seasons, where the
areas within the stations were similar. In the dbRDA analysis, soil organic matter (MOS), Al
and Ca showed to be the best predictors of bacterial community structure. For the fungal
community structure, MOS, P and Mg appeared to be the best predictors. Thus, this work
demonstrated that besides the influence of the edaphic factors which was already mentioned,
possibly rainfall and temperature also influence the structure of soil bacterial and fungal
communities’ structures of the FOD soil at PEST.

Keywords: bacterial community 1. fungal community 2. PCR-DGGE 3.
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1INTRODUCAO

A Mata Atlantica ¢ um dos biomas mais biodiversos e ameag¢ados do mundo, com
elevado grau de endemismo e sendo por isso reconhecido como hotspot de biodiversidade
(MITTERMEIER et al., 2011). Estende-se pelo litoral brasileiro, com interiorizagdo para o
oeste na parte sul do Brasil. Sua vegetacdo ¢ caracterizada principalmente por floresta
ombroéfila, que possui variagdes deste tipo florestal, e também outros ecossistemas associados
a esse bioma, que possui hoje menos de 8% do tamanho original em areas maiores de 100 ha
(CAMPANILI; SCHAFFER, 2010).

O bioma abriga hoje em sua area mais de 100 milhdes de pessoas, superior a 60% da
populagdo brasileira (JOLY; METZGER; TABARELLI, 2014), sendo que a ocupagao humana
ocorre desde o inicio da coloniza¢ao. Além da urbanizagao, o bioma ¢ ocupado para atividades
agropecuarias e também fragmentado por estradas.

O estado de Santa Catarina esta inserido no bioma Mata Atlantica e possui cobertura de
cerca 10% de FOD em éreas preservadas (VIBRANS et al., 2013). As familias de Orchidaceae,
Myrtaceae, Asteraceae, Melastomataceae, Fabaceae, Rubiaceae, Solanaceae, Bromeliaceae,
Piperaceae e Lauraceae representam o maior nimero de espécies em FOD, sendo que 8 espécies
constam na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingao (MMA, 2008;
GASPER et al., 2014).

Nesse sentido, a criagdo do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro (PEST) em Santa
Catarina (SC) em 1975 foi uma forma de proteger areas naturais nativas de Mata Atlantica e
que estavam em risco por conta da exploragdo madeireira na época, além de proteger
mananciais importantes para o abastecimento da Grande Florianopolis e sul do estado (KLEIN,
1981). Essa agdo possibilitou a abertura da area para o estudo cientifico. Desde entdo, muitos
estudos sobre a flora e fauna no PEST foram realizados, entretanto, ndo ha estudos sobre a
diversidade de microrganismos do solo no PEST.

Os microrganismos sao elementos fundamentais para a manuten¢do da vida do planeta
e estdo intimamente ligados a todos os seres vivos por conta de suas atividades metabolicas.
Participam dos ciclos biogeoquimicos, ciclagem de matéria organica, fertilidade e estruturagao
dos solos, em que as bactérias e os fungos sdo os microrganismos que mais se destacam
(RASTOGI; SANI, 2011; DOCHERTY; GUTKNECHT, 2012).

Os fungos possuem atividades metabolicas importantes para os ecossistemas naturais,

pois degradam celulose, lignina, hemicelulose e compostos aromadticos. Possuem papel
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importante no ciclo do carbono (C), decomposi¢do dos nutrientes do solo e estdo intimamente
associados a maioria das plantas. Essas associagdes simbionticas podem ocorrer por fungos
endofiticos, que habitam o interior das plantas e estdo relacionados ao biocontrole de doengas
e como promotores de crescimento (PETRINI, 1991), ou por micorrizicos, em que alguns
fungos favorecem a absorcdo de fosforo, dgua e outros nutrientes pelas plantas através das
raizes, que fornecem em troca agucares e aminodcidos para os fungos.

As bactérias atuam nos solos principalmente como saproéfitas e destacam-se no ciclo do
C e na decomposi¢ao da biomassa vegetal. Por possuirem atividade metabdlica diversificada,
produzem enzimas muito importantes da degradagdo de madeira e outros residuos vegetais
mortos. Os produtos das suas atividades metabolicas podem ser empregados pela industria para
diversos usos, como enzimas e biocatalizadores de uso biotecnologico. As bactérias destacam-
se também no ciclo do nitrogénio (N), em que representam cerca de 95% do N fixado no
ambiente, seja por bactérias de vida livre ou simbidnticas (REED; CLEVELAND;
TOWNSEND, 2011).

Nos ultimos anos, principalmente, muitos estudos vém buscando identificar fatores que
possam causar alteragdes na estrutura e diversidade de comunidades microbianas e entendé-las,
seja em ambientes naturais preservados, solos de uso agricolas ou areas degradadas. Alguns
parametros estabelecidos como o pH no solo, matéria organica, composi¢do da vegetagdo e
fatores climaticos (LAUBER et al., 2009; ROUSK et al, 2010; TEDERSOO et al., 2016; ZHOU
et al., 2016), possuem influéncia para o entendimento das distribui¢cdes locais e globais dos
microrganismos do solo, o que vem sendo confirmado em varios trabalhos (TEDERSOO et al.,
2016; BAHRAM et al., 2018),

Para a identificacdo dos microrganismos do solo, as técnicas independentes de cultura
possibilitam o alcance de uma maior diversidade microbiana nos ecossistemas, que
normalmente os meios de cultura tradicionais ndo permitem. Sdo baseadas na extracdo de DNA
e na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Adicionalmente, a técnica de fingerprint chamada
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE), ¢ uma ferramenta de biologia molecular
bem estabelecida que permite realizar a caracterizacdo das estruturas de comunidades
microbianas do solo (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993), como nas areas do
PEST.

Adicionalmente, a obtencao de dados em diferentes estagdes do ano e de fatores edaficos
permitem caracterizar as comunidades microbianas neste ecossistema, bem como entender e

preservar a biodiversidade que estd intimamente associada pela cadeia trofica e,
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consequentemente, a biodiversidade do bioma Mata Atlantica. Neste sentido, este trabalho tem
por objetivo determinar a estrutura de comunidades de bactérias e fungos do solo de floresta

ombrofila densa do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro.



19

2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Determinar a estrutura de comunidades bacterianas e fingicas do solo e sua variagdo
sazonal em uma unidade de floresta ombroéfila densa submontana do Parque Estadual da Serra

do Tabuleiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a estrutura de comunidades de bactérias e fungos do solo por PCR-

DGGE.

e Verificar a similaridade entre a estrutura das comunidades bacterianas e fingicas do
solo em trés areas de FOD do PEST.

e Comparar a estrutura das comunidades microbianas com os periodos de verdo e
inverno nas areas do ecossistema.

e Correlacionar a estrutura das comunidades microbianas com os atributos quimicos

do solo de FOD do PEST.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A MATA ATLANTICA

A Mata Atlantica ocupa cerca de 13% do territorio nacional e 95% da sua area ocorre
no Brasil, com o restante da area ocupando parte da Argentina e Paraguai (STEHMANN et al.,
2009). Originalmente estendia-se desde o Rio Grande do Norte até Rio Grande do Sul e ¢
reconhecida como Reserva da Biosfera pela UNESCO (ICMBIO, 2009). O elevado niimero de
espécies endémicas e a grande reducdo de sua area original, fazem a Mata Atlantica ser
considerada um dos 34 hotspot de biodiversidade (MITTERMEIER et al., 2011), com elevada
porcentagem de endemismo para plantas, algas e fungos, cerca de 39,5% (FORZZA et al., 2012)
e 32% para mamiferos (FONSECA; HERRMANN; LEITE, 1999).

A chegada dos colonizadores e o estabelecimento da populagao brasileira ocorreram a
partir do litoral no bioma Mata Atlantica. Devido a expansdo humana, a maioria das areas de
Mata Atlantica atualmente formam arquipélagos de pequenos fragmentos florestais cercados
por pastagens, campos agricolas, florestas cultivadas (Eucalyptus spp. ou Pinus spp.) ou areas
urbanas (RIBEIRO et al., 2009; JOLY; METZGER; TABARELLI, 2014). As maiores cidades
brasileiras localizam-se nesse bioma, em que vivem atualmente mais de 100 milhdes de
brasileiros, superior a 60% da populacdo (JOLY; METZGER; TABARELLI, 2014). Esse
ambiente, contribui com cerca de 70% do produto interno bruto (PIB) e 2/3 da producdo
industrial (MARTINELLI et al., 2013), além de produzir nesse bioma mais da metade da
producao da horticultura nacional (PINTO et al., 2012).

A Mata Atlantica ¢ caracterizada por um conjunto de varios ecossistemas que se
distinguem em sua composi¢do de fauna e flora, conduzida pela variabilidade dos solos,
topografia e condi¢des climaticas ao longo da grande 4area de ocorréncia no Brasil
(RODRIGUES et al., 2013; SANTOS et al, 2014). Nos fragmentos florestais da Mata Atlantica,
o tamanho, a forma, o grau de isolamento e as perturbagdes sdo os fatores que mais afetam a
estrutura e dinamica de ecossistemas (VIANA; TABANEZ; MARTINS, 1992). Atualmente, na
area original da Mata Atlantica, é encontrada cerca de 27% da vegetacdo nativa, em que menos
de 8% em areas continuas maiores que 100 ha (CAMPANILI; SCHAFFER, 2010).

Acredita-se que a biodiversidade na Mata Atlantica, com base no atual nivel de
degradacgao, ja esteja comprometida, pois muitas espécies foram extintas antes mesmo de serem

descritas (REIS et al., 1992) e projecdes de cendrios climaticos futuros indicam a redug@o na
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distribuicdo de importantes espécies vegetais, como o palmito jugara (Euterpe edulis) e a
leguminosa arbodrea inga (Inga sessilis), além das mudangas de distribui¢do para o sul do pais
(COLOMBO:; JOLY, 2010).

O estado de Santa Catarina esta inserido totalmente no bioma Mata Atlantica,
possuindo 95.346 km? e sendo o terceiro do pais em area neste bioma. Atualmente possui
cobertura de 27,8% da area por florestas, com 40,4% deste percentual de floresta ombroéfila
densa (VIBRANS et al., 2013). A floresta ombrofila densa da Mata Atlantica catarinense
compreende diferentes formagdes florestais de acordo com a variagao altitudinal, sendo elas:
floresta ombrofila densa das terras baixas (< 30 m), floresta ombrofila densa submontana (30—
400 m), floresta ombrofila densa montana (400-1000 m) e floresta ombrofila densa alto
montana (> 1000) (IBGE, 2012).

O Inventério Floristico Florestal de Santa Catarina, que avaliou todo o estado, registrou
neste ecossistema um total de 1.473 espécies, sendo que 8 espécies constam na Lista Oficial
das Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingdo: Aechmea blumenavii, Araucaria
angustifolia, Billbergia alfonsijoannis, Euterpe edulis, Heliconia farinosa, Ocotea
catharinensis, O. odorifera e O. porosa (MMA, 2008; GASPER et al., 2014). As familias que
apresentaram maior numero de espécies foram: Orchidaceae, Myrtaceae, Asteraceae,
Melastomataceae, Fabaceae, Rubiaceae, Solanaceae, Bromeliaceae, Piperaceae e Lauraceae
(GASPER et al., 2014).

A floresta ombroéfila densa submontana caracteriza-se pela maior riqueza entre as
formagdes florestais de floresta ombrofila densa no estado em relacdo as espécies do
componente arboreo-arbustivo, o que pode ser explicado por incluir espécies das formacgdes

florestais vizinhas (KLEIN, 1980; LINGNER et al., 2015).

3.2 O PARQUE ESTADUAL DA SERRA DO TABULEIRO

A criagdo de um sistema representativo de unidades de conservagdo ¢ um dos
mecanismos mais eficientes e tradicionais para a conservagdo da biodiversidade in situ
(FONSECA; HERRMANN; LEITE, 1999), com a fungdo de preservar o patrimonio biologico
existente, assegurando representatividade de amostras significativas e ecologicamente viaveis
das diferentes populagdes, habitats e ecossistemas do territorio nacional e das aguas

jurisdicionais (MMA, 2020). No estado de SC destaca-se o PEST, que ¢ a maior Unidade de
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Conservagao (UC) de prote¢do integral do estado com area aproximada de 84.130 ha, ocupando
quase 1% do territorio catarinense.

O PEST foi criado em 1975 pelo Decreto Estadual n® 1.260/1975 e a partir dos estudos
cientificos do Padre Raulino Reitz e de Roberto Miguel Klein (OLIVEIRA, 2005). O parque
estd localizado em uma regido estratégica, com o objetivo de proteger a biodiversidade e os
mananciais que abastecem a Grande Florianopolis e as cidades do sul do estado (KLEIN, 1981),
além da preocupacao com os avangos da exploragdo madeireira para o litoral, ja que os recursos
florestais do planalto estavam se esgotando pela intensa atividade desde os anos 40 e 50
(SCHMITZ, 2003). E importante lembrar que na época da criagdo do PEST existia cerca de 70
serrarias dentro e no entorno do parque, utilizando madeira quase que exclusivamente das terras
do parque (GAIO, 2005).

Sua area abrange os municipios de Floriandpolis, Palhoca, Santo Amaro da Imperatriz,
Aguas Mornas, Sdo Bonifacio, Sio Martinho, Imarui e Paulo Lopes. Além disso, fazem parte
do parque as ilhas do Sirit, dos Cardos, do Largo, do Andrade e do Coral, e os arquipélagos
das Trés Irmas e Moleques do Sul (KLEIN, 1981).

O PEST possui cinco das seis grandes formagdes florestais deste bioma encontradas
no estado: manguezal, restinga, floresta ombrofila densa, floresta ombrofila mista e campos
altitude, caracterizando muito bem estes cinco ecossistemas, além de contemplar uma ampla
diversidade de habitats. Por essa razao, abriga uma biodiversidade ainda maior que seus 84.130
hectares poderiam sugerir (ROSARIO, 2003), sendo que cada ecossistema apresenta sua fauna
e flora caracteristicas, assim como suas espécies dominantes.

Dentre os tipos de solo encontrados no PEST ha o predominio do tipo Cambissolo
Héplico que representa cerca de 79,5% da érea total do parque. Esses incluem solos rasos e
localizados em d4reas declivosas. Os afloramentos rochosos ocupam 7,9% da éarea, com
distribuicdo na parte norte. Os Neossolos Litolicos ocupam 5,5% da area, situados na parte
oeste. Outros predominios ocorrem em menor propor¢ao, como Argissolos, Neossolos
Quartzarénicos, Gleissolos Haplicos, solos indiscriminados de mangue, Organossolos Mésicos,
dunas e areias de praias, além de corpos hidricos e ilhas (EMBRAPA, 2004; IMA, 2018).

No entanto, embora muitas informagdes sobre diversidade vegetal e de animais da
Mata Atlantica, inclusive no PEST, estejam disponiveis, ndo ha estudos sobre a diversidade de

microrganismos do solo no PEST.
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3.3 IMPORTANCIA E ESTRUTURACAO DOS MICRORGANISMOS NO SOLO

A biodiversidade microbiana cumpre fungdes importantes em praticamente todos os
ecossistemas terrestres e possuem forte influéncia nos principais processos ecologicos
(DELGADO-BAQUERIZO et al., 2016). No solo, os microrganismos sdo fundamentais na
supressao de doengas em plantas, promovem o crescimento das plantas e estimulam mudancas
na vegetacado (GARBEVA; VEEN; ELSAS, 2004). A atividade metabolica dos microrganismos
esta intimamente ligada a existéncia e a diversidade de seres vivos em todo planeta (MANFIO,
2003).

Nos solos de FOD os processos metabolicos possuem alta eficiéncia e sdo exercidos
em grande parte pelas comunidades microbianas (HANSEL et al., 2008; KASPARI et al.,
2008), ja que comumente os solos de florestas caracterizam-se pela baixa fertilidade, mas com
alto indice de decomposicdo de matéria organica, perda de nutrientes pouco efetiva por
lixiviagdo e ciclo de nutrientes elevado (SILVA et al., 2007). Em areas de FOD em Mata
Atlantica no estado do Rio de Janeiro, Miranda; Canellas; Trindade Nascimento (2007)
encontraram solos com fertilidade muito baixa e matéria organica composta em menos de 50%
por substancias humicas, indicando a serapilheira como fator principal na nutricao de plantas e
microrganismos, além de solos com acidez elevada, como também verificada por Benites et al.
(2010).

Dentre os principais microrganismos, destacam-se fungos e bactérias, que dominam
os habitats do solo em termos de biodiversidade, biomassa e influéncia sobre processos
essenciais do solo (BARDGETT; VAN DER PUTTEN, 2014), atuando na transformacao de
compostos organicos € inorganicos complexos, tornando-os acessiveis ou inofensivos para
outros organismos. Estes microrganismos participam da ciclagem de matéria organica, dos
ciclos biogeoquimicos e da manutenc¢ao da fertilidade e estrutura dos solos (RASTOGI; SANI,
2011; DOCHERTY; GUTKNECHT, 2012). Segundo Wagg et al. (2014), a perda de
biodiversidade do solo e a simplificagdo da composi¢cao das comunidades prejudicam varias
funcdes do ecossistema, incluindo diversidade de plantas, decomposicao, retencao de nutrientes
e ciclagem de nutrientes.

Muitos fungos sdo saprofiticos e atuam na degradagdo de compostos aromaticos,
lignina, celulose e hemicelulose e na formag¢ao e manutencao estrutural do solo. Alguns estudos
apontam que a diversidade de fungos no solo possui importante influéncia nas propriedades do

solo e das plantas (ROUSK et al., 2010; VAN DER HEIJDEN; HARTMANN, 2016), em que
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a diversidade elevada de fungos e comunidades de composi¢ao complexas aumentam a taxa de
decomposi¢do dos nutrientes do solo, o que promove a absor¢do e a ciclagem de nutrientes
(HISCOX et al., 2015; YAO et al., 2017). Nos estudos de Peay; Baraloto; Fine (2013), o
aumento da riqueza de plantas estd correlacionado a riqueza de fungos em ecossistemas de
floresta tropical.

Os basidiomicetos possuem relevante papel no ciclo do C terrestre, sendo os
decompositores dominantes da matéria organica recalcitrante em ecossistemas (BALDRIAN,
2016). Elementos desse grupo também ja demonstraram em estudo de campo a habilidade em
transferir N de madeira em decomposicdo para o solo (PHILPOTT et al., 2014).
Adicionalmente, os fungos produzem substincias antimicrobianas, como a descoberta do
cientista Alexander Fleming em 1928, em que verificou a inibi¢do do crescimento de uma
cultura de Staphylococcus aureus por um fungo filamentoso do género Penicillium
(TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

As bactérias, além de atuar como saprofitas, possuem grupos que sdo importantes
fixadoras de N, sejam simbioticas ou de vida livre, representando cerca de 95% do N fixado em
ambientes naturais (REED; CLEVELAND; TOWNSEND, 2011). Essas bactérias atuam como
decompositoras de madeira morta no solo, aumentando os niveis de N (HOPPE et al., 2015).
As bactérias simbidnticas, caracterizadas como bactérias fixadoras de nitrogénio, penetram as
raizes de plantas da familia das leguminosas e formam nodulos, em que o nitrogénio
atmosférico (N2) ¢ reduzido em nitrogénio amoniacal (NH3) sendo disponibilizado a planta
simbionte. Em contrapartida, a planta fornece metabodlitos para que o processo possa ser
realizado por esses microrganismos (MUNIZ; WORDELL; SACCOL, 2012). As bactérias
atuam também com destaque na regulacao do fluxo de C nos solos pela decomposicao da
biomassa de plantas mortas (XIA; PREGITZER, 2015), pela presenga importante de
endocelulases, exocelulases e B-glucosidases, além de um grupo diverso de hemicelulases, que
hidrolisam outros polimeros presentes na biomassa das plantas (RYTIOJA et al., 2014).

Atribuicdes indispensaveis para a sustentabilidade e o funcionamento dos
ecossistemas florestais sdo conferidas aos fungos, em que ocorre na forma simbiontica. Uma
delas, ¢ a associacdo denominada micorriza, que ocorre entre alguns fungos que circundam ou
mesmo penetram as raizes da maioria das plantas, favorecendo a absor¢ao de agua e nutrientes
como zinco, manganés e cobre, mas principalmente fosforo, recebendo da planta simbidntica,

em contrapartida certos agucares e aminoacidos que precisam para sobreviver. Os fungos
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micorrizicos arbusculares (FMA), pertencentes ao Filo Glomeromycota, podem desenvolver
relacdes simbidnticas com a maioria das espécies de plantas (SPATAFORA et al., 2016).

Outra relacao simbidntica importante, € a interacdo entre microrganismos endofiticos
com as plantas, principalmente fungos e bactérias. Estes microrganismos vivem no interior das
plantas, sem causar prejuizos ao hospedeiro (PETRINI, 1991) e estdo relacionados ao controle
bioldgico de fitopatdogenos e pragas em plantas e como promotores de crescimento de plantas
(HALLMAN et al., 1997; AZEVEDO et al., 2000).

Muitos estudos indicam que as propriedades fisico-quimicas do solo contribuem para
diferengas na composi¢ao de comunidades bacterianas e fungicas no solo. Dentre os fatores que
modulam a estrutura das comunidades microbianas, o pH aparece com destaque para as
comunidades bacterianas, em que a diversidade estd correlacionada mais fortemente com o
gradiente de pH do que outros fatores ambientais (LAUBER, 2009), podendo esta influéncia
estar diretamente relacionada a tolerancia de crescimento relativamente estreita da maioria dos
taxons bacterianos (ROUSK et al., 2010). Entretanto, outros fatores também mostraram que
podem influenciar significativamente a composi¢cdo de comunidades bacterianas, como a
disponibilidade de nutrientes (LEFF et al., 2015).

Do mesmo modo, fatores como o tipo de vegetagdo, inclusive na Mata Atlantica,
(LAMBALIS et al., 2014; PROBER et al., 2015) e temperatura (ZHOU et al., 2016) mostraram
que também podem moldar comunidades bacterianas. Igualmente, fatores climaticos e a
vegetacdo tiveram influéncia significativa na composicdo de comunidades flngicas
(TEDERSOOQ etal., 2014, 2016). O estudo de Yang et al. (2017) encontrou no carbono organico
e na riqueza de plantas fatores significativos para explicar a diversidade de fungos. Em estudo
na Mata Atlantica, os FMA tiveram como fator principal na determinagdo da estrutura de
comunidades a fitofisionomia dos ecossistemas amostrados (DUARTE et al., 2018).

Além de tendéncias sazonais gerais, a atividade microbiana do solo ¢ muito sensivel e
acaba sendo altamente inconsistente em uma escala de tempo mais curta por conta de momentos
especificos, como as chuvas, o derretimento de neve (ndo ¢ o caso para a maioria dos locais do
Brasil), os ciclos de congelamento e descongelamento, as atividades de animais e de raizes
(KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015).

Embora a importincia dos microrganismos na conservacdo € manutencao dos
ecossistemas, nos ciclos biogeoquimicos seja reconhecida, a preservagdo do bioma e o
conhecimento dos microrganismos possibilitam a realizagdo de pesquisas para a obtengdo de

biomoléculas de uso nas diversas areas da biotecnologia. Nestas pesquisas pode-se identificar
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compostos para obtencdo de novos biocatalizadores, novos antibioticos, medicina
personalizada e biorremedia¢ao. H4 uma ampla demanda por novas enzimas e biocatalizadores,
por exemplo as celulases, que catalisam a hidrolise de celulose e sdo usadas para reciclagem de
papel, processamento do algodao, extracao de suco, entre outros usos.

A prospec¢ao de enzimas como amilases, lipases, proteases e xilanases com tolerancias
a certas caracteristicas especificas, como pH acido ou alcalino, temperaturas extremas, entre
outras, a partir da utiliza¢ao de técnicas independentes de cultura passou a ser uma abordagem
promissora para o avango da biotecnologia. Da mesma forma, a producgao de biossurfactantes e
antibidticos trouxe esperanga para problemas de vazamento de petroleo e resisténcia a
antibioticos (BASHIR; PRADEEP SINGH; KUMAR KONWAR, 2014).

Embora a importancia desses organismos seja amplamente reconhecida, estudos de
levantamento de espécies e de esclarecimento dos seus papéis funcionais ainda sao reduzidos

(MUMMEY et al., 2010).

3.4 TECNICAS PARA DETECCAO DE MICRORGANISMOS NO SOLO

Para a caracterizagdo de microrganismos, técnicas de cultivo e isolamento t€ém sido
empregadas. Porém, se mostraram pouco eficientes para caracterizar toda a comunidade de
microrganismos, sendo que a maior parte dos microrganismos do solo ndo se desenvolvem em
meios de cultura padrdo e disponiveis comercialmente (SAIT; HUGENHOLTZ; JANSSEN,
2002), em que apenas os microrganismos com habilidades de desenvolvimento em meios
aerobios e com altas concentracoes de nutrientes eram dessa forma selecionados
(HUGENHOLTZ, 2002; RASTOGI; SANI, 2011).

A utilizagdo de técnicas moleculares para superar as dificuldades de cultivo para a
caracterizagdo de comunidades de microrganismos no ambiente possibilitaram o alcance de
uma maior diversidade microbiana nos ecossistemas. Geralmente sao baseadas na extragao de
DNA e na PCR, utilizando iniciadores previamente desenhados e sintetizados, permitindo o
estudo de comunidades e identificagdo dos microrganismos (RASTOGI; SANI, 2011).

Regides do gene RNA ribossomal (RNAr) sdo as mais utilizadas como crondmetros
moleculares, pois ocorrem em todos os organismos, com diferencas em suas sequéncias que
permitem inferir relagdes filogenéticas entre os grupos. As moléculas de RNAr sao pouco
afetadas pela transferéncia horizontal de genes, o que caracteriza a presenca de sequéncias

conservadas e permite o desenho de iniciadores e sondas de hibridizacdo especificos, a fim de
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explorar taxonomicamente diferentes niveis de especificidade e descrever a filogenia da
comunidade microbiana em diferentes habitats (ACINAS et al., 2004).

O gene RNATr 16S ¢ amplamente utilizado como marcador filogenético bacteriano, pois
intercala regides conservadas e variaveis, esta presente em todas as bactérias, desempenhando
a mesma func¢do, além de permitir a identificagdo de microrganismos pela presenga de bancos
de dados online, os quais permitem comparar as sequéncias e realizar afiliagdes filogenéticas.
Outro ponto importante € o fato do gene RNAr 16S ser pouco afetado por mudangas ambientais,
além de ser de facil manipulagdo e possuir tamanho suficiente para ser utilizado em inferéncias
filogenéticas (ACINAS et al., 2004; TAVARES, 2014).

J& para fungos, a regido do RNAr apresenta-se em um agrupamento génico composto
pelo gene 18S/SSU, o gene 5,8S e o gene 28S/LSU, respectivamente, separados por regides
espagadoras denominadas ITS I e ITS II. A regido ITS ¢ a mais utilizada em inferéncias
filogenéticas, pois além de possuir uma alta variagdo interespecifica, € constituida por regioes
alternadas de segmentos conservados, possui um grande nimero de cdpias no genoma, as quais
sdo relativamente curtas, facilitando sua amplificacdo, bem como, por ser a regido do genoma
fingico com maior nimero de sequéncias depositadas em bancos de dados mundiais, permitir
a classificacao filogenética da maioria das sequéncias. Desse modo, a regido ITS ¢ aplicada na
diferenciagdo de organismos distantemente relacionados, ou mesmo para discriminar géneros €
espécies que constituem relacdes filogenéticas mais proximas (LIMA, 2012).

Alternativamente, para o estudo da estrutura das comunidades microbianas em amostras
ambientais utilizam-se técnicas de fingerprint, em que a eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE) ¢ uma das técnicas mais bem estabelecidas em ecologia microbiana
(MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993; BOON et al., 2002). Essa técnica ¢
comumente usada para fornecer um perfil de bandas que representa a estrutura genética e a
diversidade estrutural em uma comunidade microbiana de um ambiente especifico, com
confiabilidade, velocidade, facilidade e reprodutibilidade (MUYZER; SMALLA, 1998).

A técnica da PCR-DGGE baseia-se na amplificagdao por PCR de fragmentos de DNA de
fita dupla com mesmo tamanho, os quais sdo obtidos a partir da utilizacdo de iniciadores
especificos para a regido de interesse. Embora com fragmentos de tamanho idéntico, a
sequéncia de nucleotideos dos organismos avaliados ¢ divergente. Estes fragmentos sdo
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente de agentes desnaturantes de
ureia ¢ formamida (MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993; FAKRUDDIN;
MANNAN, 2013;). Na separagdo das fitas de DNA no gradiente desnaturante, os fragmentos
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migrardo diferencialmente de acordo com o seu teor de G+C, formando um padrdo de
bandeamento distinto quando houver diferenca na estrutura da comunidade de determinados
ambientes (RASTOGI; SANI, 2011) e também de acordo com a posicao dos pares de G+C ao
longo da molécula (MARZORATI et al., 2008).

A técnica de DGGE possui também limitagdo quanto ao tamanho, de 100 a 500 pb, que
pode afetar o desenho da sonda e andlises filogenéticas, enquanto a andlise de fingerprint por
DGGE assume que o numero de bandas reflete a diversidade de microrganismos na amostra.

(MARZORATI et al., 2008; PITERINA; PEMBROKE, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DAS AREAS E AMOSTRAGEM

Para avaliar a estrutura das comunidades de bactérias e fungos do solo foram
selecionadas trés areas representativas de floresta ombrofila densa submontana conforme
classificacdo do IBGE (2002) no PEST, préximas ao distrito de Enseada de Brito no municipio
de Palhoga, SC (Figura 1), com altitude variando entre 80 ¢ 115 m. O tipo de solo caracteristico
¢ o Cambissolo Héaplico (EMBRAPA, 2004; IMA, 2018). O local possui clima temperado
umido e com verdo quente, classificado como Cfa de acordo com a classificacdo de Koppen-
Geiger (ALVAREZ et al., 2013). A temperatura média dos 30 dias anteriores a coleta do
periodo do verao foi de ~20 °C e do periodo de inverno de ~17,6 °C. J4 a precipitagdo acumulada
nos 30 dias anteriores a coleta foi de 221,9 mm no verdo e de 127,9 mm no inverno (INMET,
2020)

No local de coleta foram estabelecidas 3 areas de 100 x 100 m, nomeados por area A, B
e C, com cinco pontos amostrados de maneira aleatoria e georreferenciados. Os pontos de coleta
de cada area foram compostos por 12 subamostras, nas quais quatro subamostras foram
coletadas em um raio de 3 m e oito em um raio de 6 m do ponto central georreferenciado (Figura
2, Tabela 1), com o objetivo de obter uma amostra homogénea e representativa de cada area.

Um total de 30 amostras de solo foram analisadas neste estudo, com 5 amostras
compostas para cada uma das 3 areas no ecossistema, incluindo amostragem no inverno e no
verdo. As amostras foram coletadas com trado na camada de 0-20 cm, acondicionadas em sacos
plasticos estéreis tipo Nasco® e mantidas a 4 °C durante o deslocamento, sendo armazenadas
a -80 °C para analises moleculares e a 4 °C para as analises quimicas. As coletas foram
realizadas nos dias 13 de marco de 2013 (verdo) e 25 de junho de 2014 (inverno).

Este estudo esté vinculado ao projeto de pesquisa intitulado “Diversidade e biogeografia
de fungos e bactérias do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro, SC: Uma visdo
conservacionista”, fomentado via Edital FAPESC n° 02/2012, Valorizacao da Biodiversidade

Catarinense: Unidades de Conversagdo. Programa Biodiversidade do Estado de Santa Catarina.
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Figura 1. Localizagdo do Parque Estadual da Serra do Tabuleiro e dos pontos de coleta.
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Fonte: Adaptado do Google Earth Pro ¢ IMA.

Figura 2. Esquema de coleta das amostras de solo por ponto de amostragem.

@ Centro do ponto GPS
@ subamostra

= 3 Metros

— 6 Metros




31

Tabela 1. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta do solo realizados no Parque Estadual da Serra do
Tabuleiro (PEST) em duas estagdes do ano (Verdo e Inverno) em érea de floresta ombrofila densa submontana
(FOD). Areas A,Be C.

Areas Amostras Coordenadas geograficas
A FOD Al 27°46'05.5"S 48°38'31.9"W
A FOD A2 27°46'05.6"S 48°38'32.2"W
A FOD A3 27°46'04.9"S 48°38'32.2"W
A FOD A4 27°46'05.1"S 48°38'32.8"W
A FOD_AS5S 27°46'05.5"S 48°38'33.5"W
B FOD_Bl1 27°46'00.5"S 48°38'31.5"W
B FOD_B2 27°45'59.8"S 48°38'31.2"W
B FOD B3 27°45'59.9"S 48°38'30.2"W
B FOD B4 27°46'00.7"S 48°3829.1"W
B FOD BS5 27°46'00.3"S 48°3828.1"W
C FOD C1 27°45'59.3"S 48°3826.1"W
C FOD_C2 27°45'58.8"S 48°3825.2"W
C FOD_C3 27°46'00.3"S 48°3825.8"W
C FOD_C4 27°46'00.8"S 48°3824.9"W
C FOD _C5 27°45'59.9"S 48°3824.4"W

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

42 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO SOLO

Para a caracterizacdo quimica das amostras de solo do PEST, foram analisados os
seguintes parametros: pH H,O, acidez potencial (H + Al), matéria organica do solo (MOS),
fosforo (P), calcio (Ca), magnésio (Mg), potéssio (K), sddio (Na), aluminio (Al) e teor de argila.
As andlises foram realizadas previamente em parceria com o Laboratorio de Analises Quimicas
do Solo e Calcéario da UDESC/Lages.

Para realizagdo das analises, as amostras de solo foram secas em estufa a 40 °C e
peneiradas em malha de 2 mm. Foram pesados 10g de solo para determinar o pH H,O, onde
adicionou-se 25 mL de 4dgua destilada e em seguida a solugdo foi agitada e deixada em repouso
por 40 minutos. Ap0s esse periodo, a solugdo foi agitagdo novamente e realizada a leitura do
pH, seguindo metodologia proposta pela EMBRAPA (2011). A determinacdo de H + Al seguiu
o método de Vettori (1969), em que foi realizada a extragdo com acetato de calcio 1,0 mol L.
A determinacdo do teor de MOS foi feita segundo o método Walkley-Black (ALLISON, 1965)

que realiza a oxidagao do Carbono (C) por K>Cr,07 e H2SO4 com aquecimento externo. O teor



32

de Argila foi determinado pelo método do densimetro (TEDESCO et al., 1995), em que foi
utilizado o volume de 10 mL de solo e 15 mL de NaOH e 50 mL de agua.

Para a determinagdo de P, Na e K utilizou-se a medida de 3 mL de solo em que foi
adicionado 30 mL da solugao extratora P-A (Mehlich-1). Apds agitagao da solugdo, esta foi
deixada para repouso por 15 a 18 horas. O sobrenadante foi utilizado no fotometro de chama
para determinar a intensidade da emissdo de Na e K, ja para P a determinagao foi realizada por
colorimetria (TEDESCO et al., 1995; CQFS-RS/SC, 2004). A determinagao de Ca, Mg e Al
seguiu metodologia recomendada por Tedesco et al. (1995), em que 50 mL de KCI 1M foram
adicionados ao solo, num volume final de 2,5 mL. Os frascos foram vedados, agitados por 2

horas e deixados para decantar por 24 horas, entdo o sobrenadante foi utilizado.

43 CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA DAS COMUNIDADES MICROBIANAS

4.3.1 Extracao do DNA total

Para a extracao do DNA total foi utilizando o Kit de extracao “Power Soil Isolation Kit”
(Mobio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
integridade do DNA foi confirmada por eletroforese horizontal, em gel de agarose 1 % em
tampao TAE 1X a 60 V por 45 min. e corados com Sybr Green (Life Technologies, Sao Paulo,
Brasil). Para a obten¢@o das imagens dos géis foi utilizado um transiluminador KASVI UV SN

(Taiwan).

4.3.2 Analise de PCR-DGGE

A andlise da estrutura de comunidades de microrganismos do solo foi realizada por
PCR-DGGE, por meio da amplificagdo de marcadores taxondmicos de bactérias e fungos. A
regido V3 do gene RNAr 16S de Bactéria foi amplificada utilizando-se os primers universais
BAC338F-GC e UN518R (OVREAS et al., 1997), em uma solugio tampdo para Taq DNA
polimerase contendo 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgClz, 1 U Taqg DNA polimerase, 0,4 uM dos
primers ¢ 10 ng do DNA total numa reagao final de 25 pL. As condi¢des de amplificagdo foram
de 5 min a 95 °C; 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min 55 °C e 1 min a 72 °C; e extensao final por

10 min a 72 °C.



33

A regido ITS do RNAr de fungos foi amplificada empregando a metodologia nested
PCR, primeiramente com os primers 1TS1-GC e ITS4 (WHITE et al., 1990), com as
concentragdes nas mesmas condi¢des que para bactérias, exceto o volume final que foi ajustado
para 10 pL. As condi¢des de amplificagao foram de 5 min a 94 °C; 35 ciclos de 30 s a 94 °C,
30sa55°Ce30sa72°C; e extensdo final por 10 min a 72 °C.

Na segunda reagdo de PCR foram usados os iniciadores ITS1-GC e ITS2R (WHITE et
al., 1990). As concentragdes foram as mesmas utilizadas anteriormente, exceto pelo uso de 1
uL do produto da primeira amplificagdo como DNA template e realizada com volume final de
25 pL. Na terminacdo 5° dos primers forward foi acrescentado um grampo CG (CG clamp)
para aumentar a estabilidade dos amplicons durante a corrida de DGGE (MYERS et al., 1985;
MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993). Todas as amplificagdes foram realizadas em
um termociclador Mastercycler personal (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

A verificagdo e a aquisi¢ao das imagens dos géis foram realizadas nas mesmas
condigdes e aparelho para aferi¢do e documentacdo do DNA total. O sentido e a sequéncia dos
primers utilizados encontram-se descritos na Tabela 2.

Os produtos amplificados das comunidades de bactérias e fungos foram analisados por
meio de eletroforese em gel com gradiente desnaturante, utilizando um aparelho DCode™
Universal Mutation Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Os géis de
poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 37,5:1) utilizados continham concentracao de 8% para
bactérias e 6,5% para fungos, em um gradiente de formamida (40%) e ureia (7 M) (OVREAS
et al., 1997). Os gradientes de desnaturacdo utilizados para as comunidades de bactérias foram
de 30 a 60% e para fungos de 25 a 65%. A eletroforese foi realizada a 60 V e 60 °C constante
por 14 horas, utilizando um tampao TAE 1X. Foi utilizado marcador de peso molecular 100 pb
(Gendirex, Taiwan). Os géis foram corados com Sybr Green (Life Technologies, Sao Paulo,
Brasil) e as imagens foram produzidas pelo fotodocumentador ChemiDoc MP (Bio-Rad,

California, USA).
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Tabela 2. Relagdo dos primers, regido alvo, sentido e sequéncia utilizados na amplificagdo do DNA total
extraido das amostras de solo do PEST.

Primer Sentido Regifo alvo Sequéncia do primer

338-GC* sense RNAr 16S - Bactéria V3 5 ES:E9ACGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3’

518 antisense  RNAr 16S - Universal V3 5’ATTACCGCGGCTGG 3’

ITS1-GC*  sense RNAr 18S - Fungos 5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’

ITS2 antisense  RNAr 5,8S - Fungos 5> GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC 3’

1TS4 antisense  RNAr 28S - Fungos 5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3°

* Grampo GC 5’ GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGL ¥

4.3.3 Analises Estatisticas

Os perfis de bandas das comunidades bacterianas e fungicas da DGGE foram analisadas
com o programa BioNumerics 7.6 (Applied Maths, Bélgica). As canaletas foram identificadas
e as bandas com o marcador de peso molecular foram utilizadas como referéncia para
normaliza¢do. O programa identificou as bandas por meio da intensidade, e na sequéncia
examinadas manualmente para corre¢do quando necessario. No programa BioNumerics 7.6 foi
gerado uma matriz de presenga e auséncia para as analises estatisticas.

A relagdo entre as estruturas das comunidades das unidades amostrais foi comparada
entre os grupos € nas estacdes verdo e inverno por meio de uma analise de coordenadas
principais (PCoA). O pacote “vegan” (OKSANEN et al., 2013) foi utilizado para a andlise por
PCoA e o pacote “ggplot2” para geragdo dos graficos no programa estatistico R. Foi utilizado
também o pacote “vegan” para construir o dendrograma a partir da similaridade das bandas,
utilizando-se o indice de Sorensen-Dice e o modelo de agrupamento por UPGMA.

Para discriminacao dos grupos foram analisadas as diferencas entre o valor médio de
similaridade entre as amostras dentro dos grupos e entre os grupos, a partir da analise de
similaridade (ANOSIM) usando o programa PAST v. 3.26b (HAMMER et al., 2013), em que
R assume valores que indicam as diferencas que separam as estruturas de comunidades
microbianas que variam numa escala de 0 a 1. De acordo com o manual do programa Primer5
(CLARKE; GORLEY, 2001), os valores de R > 0,75 indicam grupos significativamente
diferentes, R > 0,50 grupos com sobreposicao, mas diferenciados, R < 0,50 grupos com elevada
sobreposi¢do e R < 0,25 grupos pouco distintos.

A correlacdo entre a estrutura de comunidades e as varidveis fisico-quimicas do solo
foram avaliadas pela anélise de redundancia baseada em distancia (dbRDA) (LEGENDRE;
ANDERSON, 1999). Utilizou-se a estandardizacao dos dados fisico-quimicos do solo antes de
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rodar a dbRDA no programa R, pacote “vegan”. As varidveis fisico-quimicas foram
selecionadas utilizando o valor do VIF (Variance Inflation Factor) abaixo de 10 e analisadas
quanto ao efeito sobre a estrutura de comunidades de bactérias e fungos do solo utilizando uma
PERMANOVA (BORCARD; GILLET; LEGENDRE, 2011; OKSANEN et al., 2016). O
grafico foi gerado com auxilio do pacote ggplot2.

Os intervalos de confianga para as variaveis fisico-quimicas do solo foram gerados no

programa R v 3.6.1 (R Development Core Team, 2008) com o pacote Rmisc.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ATRIBUTOS FiSICO-QUIMICOS DO SOLO

As amostras apresentaram valor de pH em agua baixo (< 4) ndo diferindo entre as
arecas, nem entre as estacdes, evidenciando acidez elevada nas duas estacdes nos locais
amostrados. Em outros trabalhos em areas de FOD em Mata Atlantica também foram
observados solos de pH baixos (MIRANDA; CANELLAS; TRINDADE NASCIMENTO,
2007; BENITES et al., 2010), demonstrando que esses ambientes tém uma tendéncia de
apresentarem solos com acidez pronunciada. O Al é o metal encontrado em maior quantidade
nos solos brasileiros e sua toxicidade ¢ elevada em solos com pH abaixo de 5,0, mas a toxicidade
pode também estar relacionada a caréncia de Ca*? e Mg, além da baixa disponibilidade de P
(MIGUEL et al., 2010). Os niveis de Al nao diferiram entre as areas nem entre as estacdes do
ano e foram considerados altos, o que é esperado para solos Cambissolos haplicos (DADALTO;
FULLIN, 2001; SA, 2007; SOBRAL et al., 2015).

Os teores de Na nao diferiram entre as areas nem entre as estacdes do ano, sendo os
teores de sddio nos solos baixos em areas de alto intemperismo (SOBRAL et al., 2015). Em
locais onde os teores de sodio sdo mais altos, esses estdo relacionados a reducao de algumas
espécies vegetais, de acordo com a tolerancia da espécie e a redugdo da fertilidade do solo
(FERREIRA et al., 2001; D’ALMEIDA et al., 2005), o que ndo ocorre nas areas estudadas
neste trabalho.

Neste estudo o teor de MOS (%) diferiu entre o verdo (entre 5,9 e 10%) e o inverno
(~4%), em que no verdo o teor de MOS foi considerado alto e no inverno médio. A MOS ¢
abastecida principalmente por plantas, com destaque para as folhas, mas também por raizes,
sementes e galhos (FRESCHET et al., 2013) e na mesma época do ano em que ha alto teor de
MOS e que possui temperaturas mais elevadas ocorre também uma maior decomposi¢ao da
MOS pela atividade microbiana (ZHU; CHENG, 2010). Estudos realizados em areas de FOD
apresentaram elevadas taxas de deposicdo e decomposi¢do de serapilheira nos periodos de
temperatura mais elevada e maior indice de precipitagdo (BIANCHIN et al., 2016; SANTOS,
2017), sendo entdo incorporados ao solo e corroborando os teores de MOS apresentados por
este trabalho no periodo de temperatura mais elevada.

O teor de P apresentou diferenca entre as areas de verdo, mas nao diferiu nas areas de

inverno, sendo considerado baixo em quase todas as areas, ja que o solo possui classe textural
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3 de acordo com o teor de argila (CQFS-RS/SC, 2004). Cerca de 80 % do estoque de P em
florestas tropicais encontra-se na serapilheira, que necessita da mineralizagdo para o
fornecimento aos microrganismos e plantas, além de ser o segundo elemento em maior
quantidade na MOS (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O teor do K apresentou similaridade entre
as 3 areas, mas diferiu entre as duas estacdes. O indice apresentado no verdo foi considerado
alto e no inverno considerado médio (CQFS-RS/SC, 2004).

O teor de Mg apresentou diferenca na area A entre o periodo de inverno e verao, mas
nao diferiu no restante das areas, sendo considerado teor médio apenas na area A de inverno e
alto no restante das areas no inverno e verao (CQFS-RS/SC, 2004). O teor de Ca apresentou
diferenca na area A entre o periodo de inverno e verdo e ndo diferiu no restante das areas, sendo
considerado o teor na area A de verao médio e baixo no restante das areas nas duas estagdes
(CQFS-RS/SC, 2004). O total de bases trocaveis disponivel no solo, como Mg e Ca estdo
associadas a qualidade da serapilheira (LLADO; LOPEZ-MONDEJAR; BALDRIAN, 2018)
(Figura 3). Além dos atributos fisico-quimicos do solo j& mencionados anteriormente, o indice
SMP, CTC efetiva, saturagdo por bases (%), carbono orgénico, relacdo Ca:Mg e saturagdo por
Al tiveram seus indices analisado, mas foram retirados do teste de correlacdo com as estruturas
de comunidades bacterianas e fungicas por possuirem VIF > 10, o que indica colinearidade

entre si (BORCARD; GILLET; LEGENDRE, 2011).
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Figura 3. Atributos fisico-quimicos do solo da floresta ombroéfila densa submontana (FOD) do Parque Estadual
da Serra do Tabuleiro (PEST).
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Legenda. Médias de cada area com intervalo de confianga a 95%.

5.2 ESTRUTURA DAS COMUNIDADES MICROBIANAS

5.2.1 Estrutura das Comunidades Bacterianas

A partir do dendrograma produzido pelo perfil de bandas da PCR-DGGE foi possivel

identificar agrupamentos na estrutura das comunidades bacterianas dentro das areas B e C no
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periodo de verdo e nas areas A e C no inverno. No entanto, as dreas possuiam maior similaridade
no periodo do inverno que no verdo. As amostras da drea A de inverno apresentaram maior
similaridade entre si em relagdo as outras areas das duas estagdes. Ja a area A de verao foi a que
apresentou maior heterogeneidade entre as areas nas duas estagdes (Figura 4).

A PCoA e o teste de ANOSIM foram utilizados para comparar as diferencas entre as
estruturas das comunidades bacterianas (Figura 5 e Tabela 3). Na PCoA foi identificado que a
primeira coordenada explicou 17% e a segunda 9,1% das variagdes entre as estruturas de
comunidades. A primeira coordenada da PCoA separa os grupos de inverno e de verdo, o que
pode ser confirmado pelo teste de ANOSIM com o valor de R global igual a 0,55, em que
apresenta grupos com sobreposi¢ao de bandas, mas distintos. Quando comparadas as areas entre
as estacdes por Pairwaise, a drea C (R=0,36) foi a que apresentou maior similaridade entre as
estagdes, enquanto a area B (R=0,95) foi a mais distinta. A segunda coordenada da PCoA separa
os grupos B e C do grupo A no inverno e quando testados por Pairwise os grupos B e A
(R=0,44) apresentam elevada sobreposicao de bandas, mas os grupos C e A (R=0,83) indicam
grupos significativamente distintos. Em relag¢do as areas de verdo, a segunda coordenada da
PCoA apresenta separacdo das areas A e C da area B e quando testadas por Pairwise as areas
A e B (R=0,60) apresentam sobreposicdo de bandas, mas diferentes. J4 as areas C e B (R=0,40)
indicam grupos com elevada sobreposi¢cao de bandas, assim como as areas A e C (R=0,32).

A composi¢do das comunidades microbianas presentes no solo ¢ influenciada por
diversos fatores descritos na literatura, em que a cobertura vegetal local pode ser um importante
fator neste processo, onde as comunidades microbianas sdo influenciadas por associagdes com
as plantas, composicdo da serapilheira e também por exsudados liberados pelas raizes. As
plantas liberam parte do produto da fotossintese no solo e se beneficiam da interagdo com os
microrganismos, em que hé aumento na disponibilidade de nutrientes, produ¢do de hormdnios
vegetais, degradacdo de compostos fitotoxicos e supressdo de patdgenos no solo (BAIS et al.,
2006; HAICHAR et al., 2008). Alguns estudos indicam que os exsudados das raizes das plantas
moldam a estrutura de comunidades bacterianas na regido da rizosfera (KOWALCHUK et al.,
2002; BAIS, 2006), além de participar ativamente no incremento de MOS, influenciando assim
as comunidades bacterianas de acordo com a especificidade da planta (BAIS et al., 2006;
COSTA et al., 20006).

No presente trabalho ha indicios da influéncia das diferentes espécies de plantas que
compde a FOD na diferenciacdo da estrutura das comunidades bacterianas, por conta da

separacao entre as areas amostradas na mesma estacao (Figura 5), ja que este trabalho se ateve
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a mesma fitofisionomia e ndo a especificidade da cobertura vegetal. Isso se da pelo fato das
plantas, juntamente com os atributos quimicos do solo, moldarem o teor de matéria organica e
a diversidade microbiana do solo (WALDROP et al., 2017). Semelhante a este estudo, as
estruturas de comunidades de duas 4reas de FOD em Mata Atlantica no estado de Sdo Paulo
também apresentaram sobreposi¢do moderada quando comparadas as estruturas de
comunidades bacterianas por PCR-DGGE no mesmo periodo do ano, mas em altitudes
diferentes entre elas (LIMA-PERIM et al., 2016).

Mesmo havendo diferengas entre as estruturas de comunidades de bactérias, grande
parte das bandas encontradas foram comuns as duas estagdes analisadas, num total de 68 bandas
compartilhadas. As areas de inverno apresentaram 10 bandas exclusivas contra 2 do periodo de
verdo (Figura 6).

A variacdo temporal ¢ outro aspecto abordado em alguns estudos em que exibem
diferengas nas comunidades microbianas. Essas variagdes normalmente estdo associadas a
aspectos que conduzem a diferencas na estrutura e composi¢ao de comunidades microbianas,
como as variacdes de temperatura, precipitacdo, serapilheira, comunidade vegetal, pH e outros
aspectos quimicos do solo (BELL et al., 2009; LAUBER et al., 2013; ZHOU et al., 2016;
NOTTINGHAM et al., 2018; ZHANG et al., 2018). No presente trabalho, a influéncia da
variacdo temporal na estrutura das comunidades foi perceptivel na separagdo das areas A, B e
C entre as duas estagdes (Figura 5) e na diferenca entre as bandas que apresentaram
exclusividade em cada estagdo (Figura 6), em que provavelmente a maior diversidade estrutural
de bactérias no periodo de inverno e as diferengas entre as estruturas de comunidades das duas
estacdes deva ter ocorrido por conta da diferenga da pluviosidade e temperatura entre o inverno
e o verdo. Comportamento semelhante visto neste estudo também foi encontrado por Lauber et
al. (2013), que observaram padrdes temporais significativamente distintos em comunidades
bacterianas relacionados a temperatura e umidade do solo em areas de cultivo e areas de
pradaria em estagio sucessional primario no estado de Michigan, nos EUA.

Outros estudos sugerem que a temperatura, chuvas e a umidade do solo estdo
associadas a maior ou menor abundancia de alguns faxa dominantes e também diferencas na
composicao de comunidades bacterianas (VON REIN et al., 2016; HARTMANN et al., 2017;
WARING; HAWKES, 2018) e, por conta disso, ocorra diferencas nos nimeros de bandas entre
as estacdes e as diferencas entre as estruturas de comunidades bacterianas (ROMANOWICZ et
al., 2016; HAWKES et al., 2017). Outro aspecto que pode ter influenciado a diversidade

estrutural de bactérias ¢ a interacdo com os fungos, onde os resultados foram opostos em relagao
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a diversidade estrutural nas duas estagdes. A interacdo entre bactérias e fungos no solo foi
observado por Rousk et al. (2008)e quando ocorria a inibi¢do das comunidades bacterianas, as
comunidades fungicas eram estimuladas. Esse resultado ¢ diferente daquele observado por De
Gruyter et al. (2019), que ndo verificaram correlacdo entre bactérias e fungos do solo, mas

encontraram correlagdo entre bactérias e protistas.

Figura 4. Dendrograma baseado nos perfis de bandas da regido V3 do gene RNAr 16S de Bactérias do solo de
FOD do PEST nos periodos de inverno e verdo utilizando o coeficiente de similaridade Sorensen-Dice e o
método de agrupamento UPGMA.
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Figura 5. Analise de coordenadas principais (PCoA) baseada na estrutura de comunidades bacterianas obtidas
por PCR-DGGE nas trés areas (A, B e C) de FOD do PEST nos periodos de inverno e verdo utilizando o
coeficiente de similaridade Sorensen-Dice e intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 3. Resultado do teste de ANOSIM por Pairwise baseado na PCR-DGGE de bactérias de amostras de solo
de FOD do PEST coletadas no inverno e no verdo utilizando o coeficiente de Sorensen-Dice e calculo do valor
de p realizado com 9999 permutagdes.

Teste de Pairwise Bactérias
Areas INV.A INVB INV.C VER A VER B VER C

INV_A
INV B 0,44

INV C 0,83 0,22

VER A 0,75 0,67 059

VER B 1,00 095 091 0,60

VER C 034 042 036 032 040 -

R global=0,55; p<0,0001

Resultados em negrito diferem estatisticamente.
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Figura 6. Diagrama de Venn obtido da comparacdo das bandas da PCR-DGGE de bactérias das areas A, Be C
de FOD do PEST coletadas nos periodos de inverno e verao.
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5.2.2 Estrutura das Comunidades Fungicas

O dendrograma das estruturas de comunidades fungicas demonstraram poucos
agrupamentos dentro das areas A, B e C nos periodos de inverno e verdo. Todavia, observou-
se semelhanga entre a estrutura de comunidades de fungos de algumas amostras entre as trés
areas de FOD dentro de cada estacdo, j4 que houve formac¢ao de pequenos agrupamentos entre
unidades amostrais das diferentes areas e consequente compartilhamento de bandas entre estas.
Assim, as areas apresentaram certa homogeneidade entre si em cada estagdo (Figura 7).

Assim como para bactérias, foi utilizado a PCoA e o teste de ANOSIM para verificar
as diferencgas entre as estruturas de comunidades fingicas (Figura 8 e Tabela 4). Na PCoA foi
identificado que a primeira coordenada explica 12,3% e a segunda 11,6% das variacdes entre
as estruturas de comunidade. A Figura 8 demonstra que na primeira coordenada da PCoA os
grupos de inverno e de verao estdo separados, mas relativamente proximos, bem como no teste
de ANOSIM que apresenta o valor de R global igual a 0,44, em que apresenta grupos com
elevada sobreposi¢do. A segunda coordenada da PCoA apresentou grupos similares nas areas

A, B e C, tanto entre as areas de inverno quanto entre as areas de verdo, confirmado pelo teste
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de Pairwise para as areas de inverno que indicam elevada sobreposi¢do de bandas entre si:
Areas A e B (R=0,35), Areas A e C (R=0,39) ¢ Areas B ¢ C (R=0,40). Para as areas de verdo
os resultados diferiram estatisticamente (p>0,05).

Semelhante a esse estudo, os resultados de Talbot et al. (2014) mostram forte
agrupamento geografico de comunidades fingicas, que ¢ influenciado indiretamente pela
fitofisionomia, como verificado em outros trabalhos (YANG et al., 2017; DUARTE et al.,
2018). A influéncia das plantas deve-se principalmente pelo teor de C fornecido a MOS, sendo
a fonte de C um fator determinante para as estruturas de comunidades e mudancas na riqueza
nas comunidades fingicas (HANSON et al., 2008; LIU et al., 2015). Estes dados justificam os
fungos serem reconhecidos por sua importancia no ciclo do C e na ciclagem de nutrientes.
Adicionalmente, ajudam no entendimento sobre a sua distribuicdo. Neste estudo algumas
unidades amostrais apresentaram similaridade com outras amostras de diferentes areas e mesma
estagdo. Possivelmente a determinagdo da estrutura de comunidades fingicas dessas areas
similares se deu por conta da semelhanga entre a MOS nessas unidades amostrais.

As estruturas de comunidades fungicas das duas estacdes apresentaram grupos com
sobreposi¢do, o que pode estar relacionado com as caracteristicas especificas dos grupos de
fungos presentes nas areas de FOD. Como observado por Bell et al. (2009), em que a estrutura
de comunidades de fungos saprofitos se mantiveram consistentes ao longo das estagdes,
independente da magnitude ou frequéncia de precipitagdes, mas diferente do ocorrido com a
estrutura de comunidades de FMA, que tiveram mudancas entre as estacdes em areas de campos
no deserto de Chihuahan na China.

Mesmo tendo apresentando sobreposicio moderada entre as estruturas de
comunidades fungicas e compartilhamento de 49 bandas, uma grande quantidade de bandas
foram encontradas exclusivamente nas areas de verdo. Foram identificadas 25 bandas
exclusivas no verdo, com 1 banda exclusiva nas dreas de inverno (Figura 9). Essa situagdo ¢
oposta a encontrada nas comunidades bacterianas. Como observado anteriormente no trabalho
de Rousk et al. (2008), comunidades bacterianas quando inibidas acabam abrindo oportunidade
para comunidades fingicas prosperarem. Ja De Gruyter et al. (2019) ndo observam correlagdo
entre fungos e bactérias, mas correlagdo entre fungos e protistas.

A maior diversidade estrutural nas comunidades fungicas no periodo de verdo
provavelmente deve ter ocorrido por conta da influéncia do teor de MOS, pluviosidade e
temperatura mais elevadas nesta estagdo, assim como observado em alguns trabalhos

(NEWSHAM et al., 2015; NOTTINGHAM et al., 2018), em que a temperatura foi a variavel
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mais consistente em relacdo ao aumento da diversidade de fungos do solo. Na primavera e no
verdo, estacdes de temperaturas mais elevadas, ocorrem maiores acumulos de serapilheira e
também maior taxa de decomposi¢cao de MOS em FOD (BIANCHIN et al., 2016; SANTOS,
2017) e isso auxilia a explicar as diferengas encontradas entre as estruturas de comunidades nas
duas estagdes e também a maior diversidade estrutural observada no verdo. Esse resultado tem
relacdo com o fato dos fungos serem os principais decompositores da biomassa de plantas
mortas no solo, com destaque para lignina e celulose, principalmente no primeiro estagio de

quebra de polimeros de carboidratos (NOTTINGHAM et al., 2018).

Figura 7. Dendrograma baseado nos perfis de bandas da regido ITS I de fungos do solo de FOD do PEST no
periodo de verdo utilizando o coeficiente de similaridade Sorensen-Dice e o método de agrupamento UPGMA.
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A temperatura e a umidade no solo sdo importantes fatores que regulam a atividade e
moldam comunidades microbianas (PAUL; CLARK, 1996) e os resultados obtidos neste

trabalho demonstram alteragdes na diversidade estrutural das comunidades bacterianas ¢
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fingicas do solo nas duas estagdes estudadas e parecem estar de acordo com os resultados
obtidos por Bell et al (2009), em que mudancas nas estruturas e fungdes das comunidades
microbianas do solo faz com que os diferentes componentes da comunidade fornegam servigos

ecossistémicos semelhantes, mas com diferente resposta a temperatura e precipitagdo sazonais.

Figura 8. Analise de coordenadas principais (PCoA) baseada na estrutura de comunidades fungicas obtidas por
PCR-DGGE nas trés areas (A, B e C) de FOD do PEST nos periodos de inverno e verdo, utilizando o coeficiente
de similaridade Sorensen-Dice e intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 4. Resultado do teste de ANOSIM por Pairwise baseado na PCR-DGGE de fungos de amostras de solo
de FOD do PEST coletadas no inverno e no verdo utilizando o coeficiente de Sorensen-Dice e calculo do valor
de p realizado com 9999 permutagdes.

Teste de Pairwise Fungos

Areas INV A INVB INV C VER A VER B VER C
INV_A

INV_B 0,35

INV C 0,39 0,40

VER A 0,50 0,60 0,66

VER B 0,36 0,70 0,42 0,10

VER C 0,47 0,62 0,67 0,34 0,25 -
R global 0,44; p<0,001

Resultados em negrito diferem estatisticamente.

Figura 9. Diagrama de Venn obtido da comparag@o de bandas da PCR-DGGE de fungos das areas A, B e C de
FOD do PEST coletadas nos periodos de inverno e verdo.
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5.2.3 Correlacio entre a estrutura das comunidades microbianas e os atributos fisico-

quimicos do solo

A avaliagdo de correlacdo dos atributos fisico-quimicos do solo e a estrutura de

comunidades bacterianas e fungicas do solo nas areas de FOD foi realizada por analise de

redundancia baseada em distancia (dbRDA), utilizando o indice de Sonensen-Dice (Figura 10

e Figura 11). Nas comunidades bacterianas, pode-se observar correlagdo positiva quanto ao teor
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de Al (PERMANOVA, p <0,03) e a estrutura de comunidades de bactérias das areas A, B e C
de inverno e da area C de verdo. Ja o teor de MOS (PERMANOVA, p < 0,01) apresentou
correlagdo positiva com a estrutura de comunidades nas areas A, B e C de verdo e na area A de
inverno. A presenca de Ca (PERMANOVA, p < 0,01) apresentou correlagdo positiva com a
estrutura de comunidades nas areas A, B € C de verdo e nas areas B e C de inverno. Os outros
atributos do solo analisados nao obtiveram correlagdo significativa para separar as amostras.

Ja as estruturas de comunidades fungicas apresentaram correlagdo com alguns
atributos fisico-quimicos do solo nas areas amostradas, sendo visualizada pela dbRDA e
utilizando o indice de Sorensen-Dice. No eixo 1 da dbRDA (PERMANOVA, p < 0,01) a
presenga de P (PERMANOVA, p < 0,04) mostra correlagdo positiva com a estrutura de
comunidades das areas de inverno. O Mg (PERMANOVA, p < 0,04) e teor de MOS
(PERMANOVA, p <0,01) apresentaram correlacdo positiva com a estrutura de comunidades
das areas A, B e C de verdo. O valor do eixo 2 ndo apresentou correlagdo significativa
(PERMANOVA, p > 0,05). Os outros atributos do solo analisados nao obtiveram correlacdo
significativa para separar as amostras.

Alguns estudos ja demonstraram que as bactérias possuem papel importante na
decomposi¢io de MOS (STURSOVA et al., 2012; LOPEZ-MONDEJAR et al., 2016), que é
provida principalmente por plantas (FRESCHET et al., 2013). No presente estudo o teor de
MOS (%) apresentou porcentagem elevada no periodo de verdo em relagdo ao inverno, o que
colabora com os resultados observados, ja que foi observada forte correlagdo entre o teor de
MOS no verao e as estruturas de comunidades bacterianas e fungicas, o que também ¢ esperado
por conta da maior decomposi¢ao da MOS nos periodos de temperatura mais elevada (ZHU;
CHENG, 2010), além da maior deposi¢ao de serapilheira nesse periodo em FOD. No entanto,
essa correlagdo ndo se reflete na maior diversidade estrutural nas comunidades bacterianas, ja
que apresentaram menor quantidade de bandas exclusivas no verdo, mesmo estando no periodo
de maior decomposicao de MOS, fato esse semelhante ao observado por Gschwendtner et al.
(2016) que encontraram menor diversidade de bactérias, mas oposto ao observado por Fransson
et al. (2016) que encontraram maior diversidade de bactérias, ambos em periodos de maior
decomposi¢ao de MOS e em floresta temperada.

Entretanto, para as comunidades fungicas o teor mais elevado de MOS no verao esta
associado a um maior numero de bandas exclusivas nesta estagdo, o que esta de acordo com os
resultados observados por Zhu et al. (2014), que observaram aumento da diversidade de fungos

no solo em periodos com taxa de decomposigao elevada, possivelmente por serem os principais
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decompositores nos primeiros estdgios de decomposi¢do da serapilheira no solo
(NOTTINGHAM et al., 2018).

Neste contexto, hd um aumento na necessidade de Mg por parte dos microrganismos
por conta dos processos bioldgicos esséncias da célula, como a estabilizagao dos ribossomos,
membranas e dcidos nucleicos, além da importancia as atividades enzimaticas e que garantem
sua multiplicagdo (MADIGAN et al., 2010). Os fungos ectomicorrizicos (FECM) também
fornecem Mg e outros nutrientes para a sua planta simbionte (JENTSCHKE et al., 2001;
ROSENSTOCK et al., 2016). A liberagio de Mg?" no solo pode estar associada aos niveis mais
elevados de translocagdo do Al por fungos e pela maior taxa de decomposigdo (LLADO;
LOPEZ-MONDEJAR; BALDRIAN, 2018), que em FOD ocorre nos periodos de temperatura
mais elevada, o que pode justificar a correlagdo positiva do elemento (Mg) com a estrutura de
comunidades de fungos no verao.

Os solos de FOD em Mata Atlantica se caracterizam por acidez mais pronunciada,
como demonstrado em outros trabalhos nesse bioma (MIRANDA; CANELLAS; TRINDADE
NASCIMENTO, 2007; BENITES et al., 2010; FAORO et al., 2010) e nas analises realizadas
por este trabalho. No entanto, o pH no solo ¢ um fator amplamente estudado e reconhecido para
a determinagdo da composicao de comunidade bacterianas (LAUBER et al., 2009; ROUSK et
al. 2010), mas considerando que houve similaridade em relacdo a acidez nas amostras de solo,
nao foi um fator determinante para diferenciar a estruturacdo das comunidades microbianas
deste trabalho.

Entretanto, a acidez no solo influencia indiretamente sobre as comunidades
microbianas, principalmente na estrutura das comunidades bacterianas neste trabalho, visto que
¢ amplamente reconhecido que a acidez nos solos leva ao aumento da solubilidade do Al e a
diminui¢do de Ca e Mg trocaveis (BAILEY; HORSLEY; LONG, 2005). O Al em solos acidos
eleva sua solubilidade e torna-se toxico a microbiota do solo (PINA; CERVANTES, 1996), fato
esse constatado por Rousk et al. (2010), que sugeriram que as alteracdes na biomassa
microbiana no gradiente de pH ocorriam devido a influéncia do Al. Um fato semelhante parece
ter ocorrido neste trabalho, em que foi observado, nas areas A e C de inverno, os indices mais
elevados de Al e os menores indices de Ca e Mg. Houve também correlacdo entre o Al e a
estrutura de comunidades bacterianas nas areas de inverno e parece que essa tenha sido
influenciada pela toxicidade causada pelo elemento nos diferentes taxons bacterianos presentes.
Essa condi¢do também parece ter sido identificada por Kunito et al. (2016) que observaram a

repressdo das atividades enzimdticas no solo e a consequente diminuicdo da ciclagem de
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nutrientes mediada pelas comunidades microbianas no solo causada pela toxicidade e acidez do
Al. Em trabalho realizado por Faoro et al. (2010) em area de FOD de Mata Atlantica do estado
do Parana, foi encontrado comportamento semelhante ao observado no presente estudo em
relacdo a influéncia do Al na diversidade das comunidades de bactérias do solo, além da
influéncia de outros parametros edaficos.

O Ca apresentou correlagdo com a estrutura de comunidades de bactérias nas areas de
verdo e inverno, exceto na area A de inverno, onde exibiu a menor média de Ca no solo das
areas amostradas. O menor indice do elemento nessa area deve ter sido provocado pelo indice
elevado de Al nesta mesma area e estacdo, como observado por Bailey; Horsley; Long (2005).
Similar aos dados observados neste estudo, Jeanbille et al. (2016) observaram que em areas
com nivel mais elevado de Ca houve correlacdo positiva com a estrutura de comunidades
bacterianas. Assim como par o Ca, Jeanbille et al. (2016) também encontraram outros fatores
edaficos preditores de estruturas de comunidades bacterianas, como o Al, observado também
no presente trabalho, além do pH, N e disponibilidade de nutrientes.

A relacdo dos fatores edaficos (MOS, Al e Ca) (Figura 10) observados neste trabalho
e suas influéncias na estruturagao das comunidades bacterianas estdo de acordo com muito
trabalhos encontrados na literatura (ROUSK et al., 2010; LAUBER et al., 2013; LEFF et al.,
2015; PROBER et al., 2015; ZHOU et al., 2016). Contudo, a distribui¢do das chuvas e as
diferentes temperaturas nas duas estacOes foram fatores de relevante importincia na
diferenciagdo entre as estruturas de comunidades bacterianas, em que foi verificado neste
trabalho a separagdo entre os grupos de inverno e verao.

Os fungos possuem relagdo importante com o P, pois tem participagcdo fundamental no
ciclo do P e em distribuir para as plantas. Cerca de 75% do P disponibilizado para as plantas
em florestas temperadas e boreais sdo realizadas por fungos micorrizicos (VAN DER
HEIJDEN; BARDGETT; VAN STRAALEN, 2008). Em estudo com fungos mineralizadores
de P, Nahas; Centurion; Assis (1994) observaram, em populacdes de solo de floresta com pH
3,8, uma maior propor¢ao de produtores de fosfatases, quando comparados com fungos de solo
com pH 6,4. As fosfatases presentes nos fungos correlacionaram-se com a MOS, pH e P no
solo. No presente trabalho foi encontrada correlagdo entre a estrutura de comunidades fingicas
das areas de inverno e o elemento P, que nao diferiu significativamente nas amostras de solo
nas areas de inverno. Outros trabalhos indicam resultados semelhantes, como aquele de
Tedersoo et al. (2014), que concluiu que muitos grupos de fungos possuem preferéncia

especifica por este elemento no solo. De maneira analoga, He et al. (2016) indicam em seus
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resultados a importancia do P na determinacdo da estrutura de comunidades fungicas do solo
em areas de prados alpinos em Qinghai-Tibetan Plateau, na China.

A separacao entre os grupos de verdo e inverno e a correlagdo com os atributos fisico-
quimicos do solo (MOS, Mg e P) (Figura 11) tornam os resultados deste trabalho semelhantes
aos encontrados por Tedersoo et al. (2014), em que os fatores climaticos, seguidos por fatores
edaficos e de distribui¢do espacial sdo os melhores elementos para predizer a riqueza e a
composi¢ao de comunidades fungicas do solo em escala global, onde apenas FECM estao
relacionados com a diversidade de plantas. Os resultados encontrados por Bahram et al. (2018),
em que a composicao das comunidades de fungos a nivel global estd fortemente associada a
precipitagdo, demonstram semelhanca ao ocorrido neste trabalho, por conta da diferenga dos
niveis de pluviosidade sucedidos nos periodos de inverno e verao nos quais ocorreram as

coletas, e as diferencas encontradas nas estruturas de comunidades entre as arcas das duas

estagdes.

Figura 10. Analise de redundancia baseada em distincia (dlbRDA) das areas de FOD do PEST correlacionando a
estrutura de comunidades bacterianas determinadas por PCR-DGGE com os atributos fisico-quimicos do solo,
utilizando o coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice.
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Figura 11. Analise de redundancia baseada em distdncia (dlbRDA) das areas de FOD do PEST, correlacionando
a estrutura de comunidades fingicas determinadas por PCR-DGGE com os atributos fisico-quimicos do solo,
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utilizando o coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice.
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6 CONCLUSOES

As variagdes de pluviosidade e temperatura apresentadas entre inverno e verao
causaram diferencas na estrutura de comunidades bacterianas, indicando adaptacdes especificas
desses microrganismos em cada estagdo.

As variagdes de pluviosidade, temperatura e teor de MOS entre verdo e inverno
ocasionaram certa distingao nas estruturas de comunidades fungicas, demonstrando capacidade
adaptativa desses microrganismos para sobrevivéncia em cada estacao.

A matéria organica do solo, o aluminio e o calcio demonstraram serem os melhores
preditores das estruturas de comunidades bacterianas nas areas de floresta ombrofila densa do
PEST.

Os melhores preditores das estruturas de comunidades fungicas nas areas de floresta

ombrofila densa do PEST foram a matéria organica do solo, o fosforo e o magnésio.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Recomenda-se a utilizagdo de sequenciamento metagenomico das amostras de solo
coletadas em areas de floresta ombrofila densa na Mata Atlantica de SC para apresentar os
grupos taxondmicos e fungdes metabodlicas presentes nesse ecossistema.

Recomenda-se também avaliar as estruturas de comunidades de bactérias e fungos do
solo dos outros ecossistemas presentes no PEST de modo a permitir uma avaliagdo conjunta

desses indicadores da diversidade e estabilidade dos ecossistemas presentes no parque.
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