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RESUMO

MOREIRA, Guilherme Musse, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2017. Qualidade do solo e diversidade de fungos em resposta ao cultivo de
forrageiras e a interacdo planta-fungo. Orientador: Raphael Braganca Alves
Fernandes. Coorientadores: Maria Catarina Megumi Kasuya e Igor Rodrigues Assis.

As forrageiras sao plantas de grande importancia para o Brasil. Além de proporcionar o
desenvolvimento da pecudria no pais, essas plantas também sio condicionadoras de vérias
propriedades do solo. Adicionalmente, os microorganismos associados a elas também
podem desempenhar um papel preponderante sobre a estrutura do solo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes espécies de forrageiras sobre a alteracdo dos
parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos do solo e identificar as caracteristicas e
grupos de fungos mais relevantes. Para alcancar esta proposta, foram conduzidos dois
experimentos em campo e em casa de vegetacdo. Em condi¢des de campo, avaliou-se
solo cultivado com 17 espécies forrageiras, incluindo gramineas e leguminosas. As
plantas foram cultivadas por mais de dez anos na drea experimental do Departamento de
Agrostologia da Universidade Federal de Vigosa. As caracteristicas avaliadas foram
submetidas a andlises multivariadas, univariadas, de bioinformadtica e de inteligéncia
artificial. Os resultados indicam que o carbono da matéria organica particulada, o carbono
da matéria organica associado aos minerais, a proteina do solo relacionada a glomalina,
total e facilmente extraivel, os teores de Ca e Mg, a densidade do solo e a microporosidade
foram os mais importantes entre os parametros avaliados. Os resultados da andlise de
agrupamento indicam que as caracteristicas organicas do solo sdo mais influenciadas
pelas espécies Mombacga, Colonido, Camardes, Marandu, Xaraés, Massai, Tanzania,
Pueraria e Andropogon, enquanto as caracteristicas fisicas do solo foram mais alteradas
pelas forrageiras Amendoim, Decumbens e Humidicola. Por sua vez, as caracteristicas
quimicas sdo alteradas pela leguminosa Estilosantes. Em relacio a diversidade de fungos
do solo associados as forrageiras estudadas, observou-se homogeneidade nos indices de
diversidade entre as espécies forragens, indicando que o manejo e ndo a espécie forrageira
deve ter maior influéncia sobre essa caracteristica. No entanto, houve variagdes nos perfis
de microbiota do solo. A rede neural permitiu identificar os grupos mais importantes de
fungos entre todas as forrageiras e em cada espécie. Os grupos de fungos mais importantes
pertencentes a ordem Mortierellales e a familia Nectriaceae. Além disso, foi proposto um
indice para expressar o nivel de importancia de cada grupo de fungos encontrado. Em

condicdes de casa de vegetacdo, avaliamos o efeito das plantas (amendoim forrageiro,
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Arachis pintoi e braquidria, Brachiaria brizantha) e inéculos (fungo Piroformospora
indica e um mix com trés espécies de fungos micorrizicos arbusculares, Rizophagus
clarus, Claroideoglomus etunicatum e Gigaspora albida,) sobre a alteracdo da estrutura
de diferentes solos, neste caso, considerados substratos. Foram avaliados o
desenvolvimento da planta e caracteristicas fisicas e microbioldgicas do solo. Os
resultados indicaram que as mudancas na meso e macroestructura dos substratos
ocorreram predominantemente pela acdo das raizes das plantas, especialmente a
braquidria. Os inoculados utilizados influenciaram a qualidade microbiol6gica do solo,
principalmente na presenca de amendoim forrageiro. Os dados sugerem que o processo
de alteracdo da estrutura do solo/substratos depende da acdo das raizes das plantas e é
potencializado com plantas agressivas, como as gramineas. Por outro lado, na auséncia
de plantas, a presenca de microorganismos, principalmente grupos autotréficos, alterou a

micro e nanoestrutura do solo.
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ABSTRACT

MOREIRA, Guilherme Musse, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, December 2017.
Soil Quality and fungal diversity in response to forage cultivate and plant-fungal
interaction. Adviser: Raphael Braganca Alves Fernandes. Co-advisers: Maria Catarina
Megumi Kasuya and Igor Rodrigues Assis.

Forages plants have great importance for Brazil. Besides to promote the livestock in the
country, these plants are also condition various soil properties. In addition,
microorganisms associated with them may also play a preponderant role in on soil
structure. The aim of this work was evaluating the effect of different forage species on
the alteration of physical, chemical and microbiological soil parameters and identify the
most relevant characteristics and groups of fungi. To achieve this proposal, we conducted
two experiments under field and green house conditions. On field conditions we explored
the soil cultivate with 17 forage species, including grasses and legumes. The plants were
cultivated for more than ten years in the experimental area of Agrostology Departament
of Universidade Federal de Vicosa. The evaluated characteristics were submitted to
multivariate, univariate, bioinformatics and artificial intelligence analyzes. The results
indicate that carbon of particulate organic matter, organic matter carbon associated with
minerals, soil protein related to glomalin, total and easy extractable, Ca and Mg contents,
soil bulk density and microporosity were the most important among the parameters
evaluated. The results of the clustering analysis indicate that the soil organic
characteristics are more influenced by the species Mombaga, Colonido, Cameroon,
Marandu, Xaraés, Massai, Tanzania, Puerdria and Andropogon, whereas the soil physical
characteristics are more altered by the forages Amendoim, Decumbens and Humidicola.
In turn, the chemical characteristics are altered by the leguminous Estilosantes. In relation
to the soil fungal diversity associated with the studied forage, it was observed
homogeneity in the indexes of diversity among the species, indicating that the
management and not the forage species, should have a greater influence on this
characteristic. Nevertheless, there were variations in the soil microbiota profiles. The
neural network allowed to identify the most important groups of fungi among all forage
and in each forage. The most important fungi groups belonging to the order Mortierellales
and the family Nectriaceae. In addition, an index was proposed to express the level of
importance of each fungus group founded. On greenhouse conditions, we evaluated the
effect of plants (brachiaria, Brachiaria brizantha and forage peanuts, Arachis pintoi) and

inocula (fungus Piroformospora indica and mix with three species of arbuscular
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mycorrhizal fungi, Rizophagus clarus, Claroideoglomus etunicatum and Gigaspora
albida,) on structure alteration of different soils, in this case, considered substrates. We
evaluated the plant development and soil physical and microbiological characteristics.
The results indicated that the changes in the meso and macroestructure of the substrates
occurred predominantly by the action of the plants roots, with emphasis for the brachiaria.
The inoculums used influenced the soil microbiological quality, especially in the presence
of forage peanut. The data suggest that the process of substrates/soil structure alteration
is dependent on the action of the roots of plants, and is potentialized with aggressive
plants such as grasses. On the other hand, in the absence of plants, the presence of

microorganisms, mainly autotrophic groups, altered the micro and nano soil structure.



INTRODUCAO GERAL

A qualidade do solo € um tema frequente de estudos académicos. Trata-se de um
estado do solo de visdo extremamente holistica, e cuja avaliacao € baseada em indicadores
sensiveis as mudangas provocadas, principalmente, pelo manejo. Por ser uma
caracteristica complexa, muitas vezes a qualidade do solo tem sido abordada
isoladamente sob os aspectos quimicos, fisicos e microbiolégicos. Entretanto, a avaliacdao
isolada deste estado muitas vezes ndo € satisfatoria, por ndo oferecer um retrato fiel da
qualidade do solo. Neste sentido trabalhos que busquem avaliar interfaces entre as
diversas caracteristicas do solo (varidveis fisicas, quimicas e microbioldgicas) sao mais
informativos e confidveis para se retratar a qualidade do solo, uma vez que essas
caracteristicas sdo dinamicas e interdependentes.

Dentre os diversos servicos ambientais prestados pelo solo destacam-se os
relacionados a sua estrutura. Basicamente, a estrutura de um solo consiste na organizacao
ou arranjo de seus componentes minerais e organicos, € governa diversos processos como
a disponibilidade de 4gua as culturas e ao homem, a disponibilidade de nutrientes e
condicdes favordveis ao desenvolvimento das plantas, bem como os relacionados ao
habitat e fun¢des microbianas. Ao mesmo tempo que governa, a estrutura € dependente
de todos estes processos. Logo qualquer manejo que atue sobre eles poderd também
alterar o estado da estrutura do solo e interferir na qualidade do mesmo. Deste modo a
avaliacdo da estrutura pode por si s6, nao € suficiente para informar adequadamente a real
situacdo de todos 0s processos que ocorrem no solo.

A proposta desta tese consistiu em analisar interfaces entre as caracteristicas
quimicas, fisicas e microbioldgicas, buscando o melhor entendimento das func¢des e dos
processos guiadores da qualidade do solo. Para isso, alguns pontos chave foram
explorados, como o efeito rizosfera e o longo tempo de cultivo, uma vez que mudangas
pontuais nessas caracteristicas muitas das vezes sdo dificeis de serem detectadas pelos
métodos analiticos disponiveis.

Os estudos foram conduzidos partindo-se do principio de que as plantas e os
microrganismos sao os principais agentes organizadores e estabilizadores da estrutura do
solo. Plantas forrageiras foram selecionadas por possuirem grande potencial de alteracdo
da qualidade do solo dada a vigorosidade de seu sistema radicular e a alta capacidade de
incremento nos teores de carbono no solo. Além disso, estas plantas sdo amplamente

utilizadas no Brasil, ocupando area significativa do territério nacional.



Do ponto de vista microbiol6gico, optou-se por avaliar microrganismos presentes
no solo que mantivessem algum tipo de associagdo com as forrageiras por serem eles os
principais agentes recicladores neste sistema, € também os fungos micorrizicos
arbusculares, tendo em vista sua capacidade de promocao do crescimento vegetal e de
alteracdo da estrutura do solo.

A tese foi dividida em trés capitulos apresentados em formato de artigos
cientificos. Os dois primeiros capitulos tratam da avaliacdo da influéncia do cultivo por
mais de dez anos de diferentes espécies de forrageiras sobre caracteristicas quimicas,
fisicas e microbioldgicas do solo. Espécies de forrageiras de representatividade nacional
foram selecionadas e, a partir de técnicas estatisticas multivariadas, andlises de
sequenciamento de DNA e uso de inteligéncia artificial, buscou-se alcangar os objetivos
propostos. O terceiro capitulo consistiu de avalia¢do realizada em experimento de casa de
vegetacdo, onde se buscou promover a reestruturagdo do solo por meio do uso combinado

de forrageiras e microrganismos.



CAPITULO 1

QUALIDADE DO SOLO EM RESPOSTA AO EFEITO RIZOSFERA DE LONGO
PRAZO DE DIFERENTES FORRAGEIRAS



CAPITULO 1: QUALIDADE DO SOLO EM RESPOSTA AO EFEITO RIZOSFERA
DE LONGO PRAZO DE DIFERENTES FORRAGEIRAS

Resumo: As forrageiras sdo culturas de grande importincia para o Brasil. Além de
proporcionar sucesso da pecudria no pais, estas plantas também sdo capazes de
condicionar diversas propriedades solo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes espécies de forrageiras sobre caracteristicas associadas aos aspectos fisicos e
quimicos de cardter organico e inorganico, bem como identificar as mais relevantes na
avaliacdo da qualidade do solo cultivado com forrageiras. A 4rea experimental estd
localizada no setor de agrostologia da Universidade Federal de Vigosa onde o solo
cultivado com 17 espécies de forrageiras compreendendo gramineas e leguminosas foi
avaliado sobre as caracteristicas quimicas de natureza organica e inorganica e fisicas. As
caracteristicas avaliadas foram submetidas a andlises multivariada e univariada. Os
resultados indicam que o carbono da matéria organica particulada, carbono da matéria
orgénica associada aos minerais, proteina relacionada a glomalina total e facilmente
extraivel, teores de Ca e Mg, densidade do solo e microporosidade apresentaram maior
importancia no modelo multivariado. O agrupamento hierdrquico realizado com base
nestas caracteristicas distribuiu as forrageiras em quatro grupos com diferentes
potencialidades para alteragao das caracteristicas do solo, principalmente as relacionadas
com os teores de proteina relacionada a glomalina total, teores de Ca trocével, e densidade
do solo.

Palavras chave: andalise multivariada, estrutura do solo, nutrientes, carbono do solo

INTRODUCAO

As forrageiras representam importante parte do uso das terras do Brasil. Dos atuais
8.515.767,049 km? (IBGE, 2016), 1.700.000 km? sdo ocupados por pastagens, o que
representa cerca de 20 % do territério nacional. Dessa drea, cerca de 1.000.000 km?
(100.000.000 ha) sao pastagens cultivadas e o restante € formado por pastagens naturais
(Fonseca e Martuscello, 2010).

Forrageiras sdo plantas majoritariamente exoticas, podendo ser utilizadas para
alimentacdo animal e também como cobertura morta para o solo. Elas sdo classificadas
quanto a forma de crescimento em cespitosas/eretas, formando touceiras ou
estoloniferas/rizomatosas, com crescimento rasteiro ou prostrado (Costa et al., 2004). A
maioria das espécies possul boa capacidade de rebrota e boa resisténcia ao pisoteio. Os

principais géneros atualmente utilizados no Brasil sdo: Brachiaria, Cynodon, Paspalum,
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Panicum, Pennisetum, Andropogom, Arachis, Stylosantes e Calopogonio (Fonseca e
Martuscello, 2010).

As forrageiras quando bem manejadas sdo fundamentais para a estabilizacdo da
estrutura e aumento nos teores de matéria organica do solo, processos atribuidos
principalmente a dois fatores associados a essas plantas: sistema radicular vigoroso e alta
capacidade de acimulo de biomassa (Costa et al., 2015; Moraes et al., 2016).

O emaranhado provocado pelas raizes € capaz de simultaneamente aproximar
particulas minerais, adicionar carbono a matriz do solo e fornecer melhores condicdes
para formacdo e estabilizacdo da estrutura. Com isso, hd o surgimento de um habitat
vidvel para desenvolvimento da microbiota edafica que sdo agentes primordiais na
ciclagem de carbono e nutrientes. Os microrganismos por sua vez, também desempenham
papel fundamental sobre a estrutura através da liberacdo de exudados metabdlicos com
propriedades cimentantes no solo (Tisdall e Oades, 1982; Oades, 1984). Desta forma, o
fato de possuirem sistemas radiculares vigorosos, faz com que as forrageiras assumam
um protagonismo dentre as demais plantas na manutencao da qualidade fisica do solo.

Como indicado, os potencias efeitos positivos das forrageiras para a qualidade do
solo sdo diversos, atingindo caracteristicas fisicas e quimicas do solo. Muitos trabalhos
tém focado em caracteristicas isoladas ou em um conjunto de mesma natureza. Por outro
lado, estudos que buscam integrar caracteristicas variadas na avaliacdo do potencial de
melhoria da qualidade do solo pelas pastagens sao menos comuns. Para tal integragdo, o
uso de técnicas multivariadas € essencial por serem ferramentas adequadas para a selecao
de varidveis sensiveis ou indicadoras na caracterizagao, avaliagao e planejamento do uso
sustentdvel de agroecossistemas (Toledo et al., 2009; Freitas et al., 2014).

Outra limitacdo frequentemente observada em estudos sobre a qualidade do solo
€ o tempo de implantacao dos tratamentos que se procura avaliar. Alteragdes na qualidade
do solo costumam demandar tempo, e a conducdo de experimentos de longa duragdo é
uma tarefa custosa, ainda mais quando se considera a diversidade de espécies de
forrageiras disponiveis e utilizadas na atualidade.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do cultivo de
diferentes espécies de forrageiras sobre caracteristicas associadas com a qualidade do
solo, considerando aspectos fisicos, quimicos orgéinicos € inorganicos, bem como

identificar as mais relevantes na avaliacdo da qualidade do solo.



MATERIAL E METODOS

Descricao da area e forrageiras

Amostras de solo foram coletadas no setor de Agrostologia do Departamento de
Zootecnia, na Universidade Federal de Vigosa, localizado nas coordenadas 20° 46’ 26’
S e longitude 42° 51° 30" O. A regido apresenta clima do tipo Cwa (Kdppen) subtropical,
com invernos secos e verdes quentes e o solo foi classificado como Argissolo Amarelo
Distréfico (Embrapa, 2013)

As unidades experimentais foram formadas por parcelas de aproximadamente 16
m? com forrageiras cultivadas no mesmo local h4 pelo menos dez anos. Inicialmente toda
a area teve o solo corrigido e adubado. Anualmente, todas as parcelas receberam adubacado
(350 g da formulagiio 08:28:16 por parcela, correspondendo a 220 kg ha') e o manejo
adotado era a poda anual com rocadeira mecanica e retirada da biomassa da parte area.

As forrageiras cultivadas nas parcelas compreenderam géneros com diferentes
exigéncias nutricionais. Tais exigéncias sdo basicamente oriundas de seus processos
evolutivos e permitem dividir as espécies em trés grupos. O primeiro grupo é formado
por espécies e hibrido mais exigentes compreendendo: Andropogom gayanus
(Andropogom), Panicum maximum (trés cultivares, Tanzania, Massai e Mombaga);
Cynodon dactylon (Tifton); Pennisetum purpureum (Cameroon) e hibrido cruzamento de
Pennisetum americanum x Pennisetum purpureum (Colonido). O segundo grupo &
formado por espécies e hibrido consideradas mais rusticas: hibrido Brachiaria decumbens
X Brachiaria ruziziensis (Mulato); Brachiaria brizantha (cultivares Marandu e Xaraés);
Brachiaria ruzienses (Ruzizienses); Brachiaria humidicola (Humidicola); Brachidria
decumbens (Decumbens) e Melinis minutiflora (capim Gordura). Por sua vez, o terceiro
grupo foi formado pelas leguminosas Arachis pintoi (Amendoim Forrageiro); Pueraria
phaseoloides (Puerédria) e Stylosanthes guianensis (Estilosantes). Adicionalmente
amostras em drea de mata adjacente e em mesma posi¢do da paisagem foram coletadas e
tomadas como referéncia. Apesar da divis@o, as espécies ou hibridos, bem como a drea

de referéncia foram avaliados como tratamentos individuais.

Amostragens e procedimentos analiticos
As 17 forrageiras avaliadas foram cultivadas por todo periodo sob as mesmas
condi¢Oes em parcela tunica. Trés amostras foram retiradas na camada de 0 a 15 cm de

profundidade em pontos aleatdrios dentro de cada parcela e na mata e foram consideradas



como repeticdes. Dessa forma, o experimento foi analisado considerando um
delineamento inteiramente casualizado.

As amostras coletadas foram submetidas as diferentes anélises no Laboratério de
Isétopos Estdveis e no Laboratério de Fisica do solo, pertencentes ao Departamento de
Solos da Universidade Federal de Vigosa. Na caracterizacdo quimica das amostras de
terra fina seca ao ar (Defilippo e Ribeiro, 1997) foram avaliados pH em dgua (1:2,5);
Ca®*, Mg>* e AP* trocdveis, extraidos com solucdo de KCI 1 mol L!; acidez potencial
(H+Al) extraida com acetato de calcio a pH 7,0; P e K disponiveis extraidos com solucao
acida (Mehlich-1).

A producdo de raizes foi calculada contabilizando-se a massa de raizes (M-raiz)
presentes nas amostras de solo deformadas coletadas. O cdlculo dos valores de densidade
de raizes (Ds raiz) foi estimado a partir dos valores de densidade do solo.

As fracdes particulada (matéria organica particulada, mop) e associada aos
minerais (matéria organica associada aos minerais, mam) da matéria organica do solo
foram obtidas conforme Cambardella e Elliott (1992). As andlises dos teores totais de C,
N nas fragdes mop e mam foram realizadas em espectrometro de massa de razao isotépica
- IRMS (ANCA GSL 20-20, Sercon, Crewe, UK), sendo posteriormente calculadas as
relacoes C/N da fragdo mop (C/Nmop) e da fragdo mam (C/Nmam).

Extracdo dos esporos de fungos micorrizicos arbusculares foi realizada por
decantacdo e peneiramento Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) seguido por
centrifugacdo em sacarose 50 % (Jenkins, 1964). Amostras de 60 g de solo TFSA foram
agitadas em 2 L de 4gua por um minuto e passadas em um jogo de duas peneiras de 0,84
e 0,044 mm. Os esporos e particulas finas de solo retidos na peneira de 0,44 mm foram
centrifugados em 4gua por 5 minutos a 1750 rpm, posteriormente o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se solucdo de sacarose 50 % ao material remanescente. Procedeu-
se entdo nova centrifugacdo por um minuto na mesma velocidade para separacdo dos
esporos. O sobrenadante foi passado na peneira de 0,044 mm onde os esporos ficaram
retidos para contagem em placa canaletada com auxilio de lupa com aumento de 20 vezes.
O nuamero de esporos (N° esporos) foi expresso por grama de solo.

Os parametros relativos a biomassa microbiana foram obtidos conforme método
da fumigacao-extracdo, pelo método da irradiagdo em micro-ondas descrito por Islam e
Weil (1998). O carbono (Cbio) e nitrogénio (Nbio) da biomassa microbiana foram
determinados de acordo com Vance et al. (1987). Com os dados de Cbio e Nbio foi

calculada a relacdo C/N da biomassa microbiana (C/Nbio).



Na avaliacdo da respiracdo basal (RB) dos microorganismos, amostras de solo (20
g massa seca) foram incubadas a aproximadamente 80% da capacidade de campo em
frascos de 0,6 dm™. Nestes frascos foram coletadas amostras gasosas sequenciais (4, 24,
72, 144, 288, 456 e 600 h) com o auxilio de uma seringa (60 mL) equipada com vélvula
de chaveamento. Em seguida, utilizando-se o equipamento Cavity ring-down
spectrometer (CRDS, G2131-i, Picarro, Sunnyvale, CA) foram determinadas as
quantidades acumuladas de CO> e C respirados pela biomassa microbiana. Apds cada
coleta os frascos foram abertos e tiveram suas atmosferas homogeneizadas.

O quociente metabdlico (¢gCO-), entendido como a quantidade de C proveniente
do CO; emitida pelos microrganismos por unidade de C da biomassa microbiana (Cbio),
foi calculado conforme a equacdo gCO>= C-CO» (RB)/Cbio (Anderson e Domsch, 1993).

Os teores de proteina relacionada a glomalina total (Gt) e facilmente extraivel
(Gfe) do solo foram determinados conforme Wright e Upadhyaya (1996). Para essa
andlise utilizou-se extrator citrato de sédio nas concentracdoes 0,05 e 0,02 M
respectivamente para as fracoes Gt e Gfe, na proporcdo extrator:solo igual 8:1. As
amostras foram autoclavadas uma vez por 30 min para Gfe e quatro vezes para Gt até que
se obteve coloragdo amarelo claro no extrato. A determinacio dos teores de Gt e Gfe foi
realizada por colorimetria em espectrofotdmetro com uso do reagente de proteina de
Bradford (Bradford, 1976).

As caracteristicas fisicas avaliadas conforme (Embrapa, 2011) foram:
granulometria; argila dispersa em dgua (ADA); condutividade hidrdulica (CH) em meio
saturado; densidade do solo (Ds) e de particulas (Dp); macro (Pma), micro (Pmi) e
porosidade total (Pt); e estabilidade de agregados por via imida, com posterior cdlculo
do diametro médio ponderado (DMP). Nas andlises fisicas foram utilizadas amostras
deformadas e amostras com estrutura preservadas coletadas em anel volumétrico de

dimensdes aproximadas 5 x 5 cm de altura e didmetro.

Procedimentos estatisticos
Para realizacdo da andlise estatistica procedeu-se o uso de técnicas multivariadas
a fim de se buscar reduzir o nimero de varidveis explicativas sem perda de informacao.
Para isso foi adotado a andlise de componentes principais (ACP) conforme método
proposto por Pereira e Pereira (2004) com adaptacdes. Para a realizacdo da ACP utilizou-
se os dados de cada repeticdo e varidveis nao redundantes. Desta maneira, iniciou-se o
procedimento da ACP com 29 varidveis (Cbio, Nbio, C/N bio, Cmop, C/N mop, Cmam,
C/N mam, Gt, Gfe, gCO-, RB, pH, P, K, Ca, Mg, Al, H+Al, Ds, Pma, Dp, Ko, DMP,
8



ADA, argila, areia, silte, Ds-raiz e N° esporos), sendo selecionados somente os
componentes principais com autovalores > 1,0 (Kaiser, 1958).

Cada componente principal apresenta um autovalor e um coeficiente de carga
(loading) relacionado a cada varidvel. Uma vez selecionados os componentes principais
(autovalores > 1,0), elevou-se ao quadrado os loadings, obtendo-se dessa forma as
comunalidades que representam o grau de explicacdo de cada varidvel dentro de cada
componente principal. Na sequéncia obteve-se produto das comunalidades pelos
autovalores de cada componente principal e em seguida calculou-se o somatdrio desses
produtdrios para cada varidvel (Ai) e o somatdrio de Ai. Por fim, obteve-se o peso de cada
varidvel dentro do modelo multivariado pela relacdo entre Ai/X(Ai). A varidvel que
apresentou o menor peso dentro do modelo multivariado foi eliminada e uma nova andlise
foi realizada com as varidveis remanescentes. Esse procedimento foi repetido até a
obtencdo de expressiva varidncia acumulada nos dois primeiros componentes principais,
onde ¢ frequente a utilizagao do valor > 70 % para a finalizagdo desse procedimento (Hair
et al., 2005). A elimina¢do de uma varidvel por vez permite ao modelo analisar somente
varidveis de maior importancia na explicacdo da varidncia. As varidveis mais explicativas
foram aquelas constantes do modelo adequado obtido ao final dos procedimentos e que
apresentaram loadigns < -0,65 ou > 0,65.

A partir dos dados das varidveis obtidas no modelo final apds procedimento da
ACP promoveu-se a andlise de agrupamento hierdrquico das forrageiras. Essas mesmas
varidveis foram submetidas a andlise de varidncia e ao teste de agrupamento de médias
Scott-Knott (p<0,05). Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando-se

o software Statistica® (StaSoft, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise multivariada

Um modelo multivariado compreendendo dois componentes principais explicou
73,78% da varidncia dos dados (42,66 % para CP1 e 31,12% para CP2). A ACP
selecionou oito das 29 varidveis analisadas, cujas contribuigdes percentuais para o modelo
obtido foram: Gt (16,37%), Gfe (13,56%), Cmam (13,17%), Ca (12,60%), Cmop
(11,77%), Mg (11,57%), Ds (10,65%), Pmi (10,32%) (Tabela 1). As varidveis
selecionadas pela ACP incluem varidveis fisica e quimicas organicas e inorganicas. A
interpretacdo da contribui¢do das varidveis selecionadas no modelo obtido indica que o

CP1 é explicado, dominantemente, pelas varidveis quimicas organicas (Cmop, Cmam, Gt
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e Gfe) e inorganicas (Ca e Mg). Por sua vez o CP2 € explicado, dominantemente, pelas
varidveis fisicas (Ds e Pmi). A contribui¢do total das varidveis no modelo segundo a sua
natureza foi de 54,86 % para aquelas associadas as caracteristicas quimicas organicas,
21,16 % para as de natureza quimica inorganica e 20,98 % para as fisicas. Analisando-se
cada varidvel e, com base na comparacdo dos valores das respectivas comunalidades de
CP1 e CP2 (Tabela 1), observa-se que o Ca apresenta importancia de magnitude
semelhante nos dois componentes principais. Isto sugere que essa caracteristica seja
influenciada tanto pelas varidveis de natureza quimica (CP1), como pelas varidveis de

natureza fisicas (CP2).

Tabela 1 — Caracteristicas das varidveis selecionadas em andlise de componentes
principais utilizada na andlise de efeito do cultivo de diferentes espécies de

forrageiras sobre a qualidade do solo

Loadings Comunalidades
Variaveis Contribui¢ao (%)
CP1 CP2 CP1 CP2

Cmop -0,72 -0,37 1,77 0,33 11,77

Cmam -0,73 -0,46 1,83 0,52 13,17

Gt -0,91 -0,20 2,82 0,10 16,37

Gfe -0,73 -0,48 1,84 0,58 13,56

Ca -0,60 0,65 1,23 1,02 12,60

Mg -0,68 0,43 1,59 0,47 11,57

Ds -0,33 0,79 0,36 1,54 10,65

Pmi 0,24 -0,81 0,20 1,64 10,32
Autovalor 341 2,49
Var. explicada (%) 42,66 31,12

Var. explicada acumulada (%) 42 66 73,78

CP1 e CP2: componentes principais 1 e 2; Cmop: carbono na matéria organica
particulada; Cmam: carbono na matéria organica associada aos minerais; Gt: proteina
relacionada a glomalina total; Gfe: proteina relacionada a glomalina facilmente extraivel;
Ca: calcio trocavel; Mg: magnésio trocavel; Al: aluminio trocavel; Ds: densidade do solo
e Pmi: microporosidade.

A capacidade de interagcdo do Ca tanto com a fracdo organica do solo quanto com
a mineral pode explicar o destaque para esse cition nos dois componentes principais,
embora fosse menos relevante no CP1. Além de ser um dos macronutrientes mais

requeridos pelas plantas e fator indutor do crescimento de raizes, o Ca € considerado
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cétion floculante dos coloides e importante componente do complexo sortivo. O Ca pode
ainda contribuir para o incremento da MOS ao neutralizar cargas expostas em
grupamentos funcionais organicos, interacdo que gera um efeito condensador dessas
particulas que naturalmente tornam-se menos expostas a degradacdo (Silva e Mendonga,
2007). Dessa forma, o Ca pode formar pontes “organo-metélicas” entre a matéria organica
e coloides minerais no solo, sendo assim um agente importante para a dindmica dessas
duas fracdes (Muneer e Oades, 1989; Six et al., 2004).

Os resultados da ACP apresentam potencial de utilizacao na selecdo de varidveis
com capacidade de refletir efeitos do cultivo de diferentes espécies de forrageiras sobre a
qualidade do solo. Além disso, os loadings gerados podem ser utilizados como base para
a ponderac¢do de cada indicador em modelos de avaliacao da qualidade do solo.

A andlise dos loadings entre as varidveis selecionadas e os componentes
principais (Tabela 1) indica correlacdes positivas e negativas. Disto resulta que as
varidveis que apresentam mesmo sinal em um ou mais componentes principais associam-
se entre si e, por outro lado, varidveis que apresentam sinais opostos sdo antagdnicas.
Desta forma e considerando-se as caracteristicas mais explicativas (loadings < -0,65 ou
> 0,65), no CP1 (mais relevante) tem-se que as caracteristicas quimicas relacionadas ao
C e ao Mg estdo associadas entre si. No CP2, verificou-se que o Ca se associou com a Ds,
mas foi antagbnico em relacdo a Pmi (Tabela 1).

A associagdo observada entre as varidveis quimicas organicas € reflexo da relacao
que existe entre elas. Neste sentido, as varidveis Cmop e Cmam compdem praticamente
toda a matéria organica do solo. O Cmop (carbono da matéria organica particulada) ¢ um
carbono mais 1dbil, sensivel ao manejo e que estd presente principalmente em residuos
vegetais mais propensos a decomposicdo e ciclagem (Bayer et al., 2002). Entretanto,
existem evidéncias de sua permanéncia no solo por longo prazo, tendo em vista a prote¢ao
contra a degradacdo quando alocadas no interior de microagregados, onde a difusdo de
O2 e o0 acesso da microbiota sdo limitados (Elliott e Coleman, 1988; Six et al., 2004). Por
sua vez, 0 Cmam (carbono da matéria orginica associada aos minerais) € um carbono
recalcitrante e que encontra-se em grau mais avancado de decomposi¢do que o Cmop
(Bayer et al., 2004). Essa fracdo desempenha importantes fun¢des no solo, associadas as
caracteristicas quimicas como poder tampdo, como a capacidade de troca catidnica e
complexacdo de metais, além de influenciarem do ponto de vista fisico a agregacdo e a
retengdo de dgua no solo (Silva e Mendonga, 2007).

As associacdes observadas entre as fracOes da proteina relacionada a glomalina

Gt e Gfe com as fragdes Cmop e Cmam sdo explicadas a partir de outros estudos que
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indicam similaridade desses componentes quanto a composi¢do, funcdo e dindmica de
actimulo no solo (Hontoria et al., 2009; Fokom et al., 2012; Saidi et al., 2015; Zhang et
al., 2015; Ferrero et al., 2016; Singh et al., 2016). A proteina relacionada a glomalina tem
sido utilizada como indicadora da ocorréncia de importantes processos relacionados a
qualidade do solo (Sousa et al., 2012; Sandeep et al., 2016; Vasconcellos et al., 2016;
Bhattacharjya et al., 2017). A fracdo facilmente extraivel é tida como mais responsiva ao
manejo, pois representa uma por¢ao liberada no solo em um periodo mais curto. Por outro
lado, a fracdo total € mais estdvel no solo e apresenta maior recalcitrancia (Wright et al.,
1996). De modo geral, as duas fragdes dessa glicoproteina atuam como agentes
cimentantes das particulas do solo, desempenhando importante papel na agregacdo.
Adicionalmente a proteina relacionada a glomalina sinaliza a existéncia de um habitat
vidvel ao desenvolvimento da microbiota edafica, principalmente de fungos micorrizicos
arbusculares.

Normalmente as relacdes entre as caracteristicas Ds e Pmi ocorrem de duas
maneiras no solo. Uma relacdo direta é frequentemente observada em funcdo da
transformacdo de macroporos em microporos com a compactacdo, com consequentes
incrementos de Ds e Pmi. Outra relagdo € inversa, como observada no presente estudo, e
associada com a reduc¢ao da Ds a partir de incrementos na porosidade total do solo (Aratdjo
et al., 2010; Schiavo e Colodro, 2012), que também inclui os microporos. Esse incremento
de microporosidade no solo das forrageiras avaliadas também pode ser decorrente dos
bioporos produzidos a partir das raizes finas das forrageiras.

Na andlise de agrupamento hierdrquico das forrageiras adotou-se o valor 10 para
a distancia euclidiana na divisdo de grupos mais semelhantes (Figura 2). Desta forma, as
forrageiras foram divididas em quatro grupos: Amendoim, Decumbens, Humidicola e
Gordura (Grupo G1); Estilosantes, Ruzizinsis, Tifton e Mulato (Grupo G2); Mombagca e
Colonido (Grupo G3); e Cameroom, Marandu, Xaraés, Massai, Mata, Tanzinia, Pueraria
e Andropogom (Grupo G4).

Os agrupamentos obtidos ndo seguiram tendéncia filogenética, ou seja, espécies
diferentes de forrageiras apresentaram alta similaridade. Um exemplo € o caso das
leguminosas, distribuidas em trés diferentes grupos. A simples visualiza¢do da andlise de
agrupamento hierarquico nao permitiu consideracdes que pudessem estabelecer razdes ou
critérios que definissem a distribuicao das forrageiras em cada grupo, o que de certa forma

foi melhor explicitado na andlise univariada discutida a seguir.
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Figura 2 - Agrupamento hierarquico das forrageiras e Mata correspondentes ao cultivo de
longo prazo de diferentes forrageiras a partir de caracteristicas quimicas

organicas e inorganicas e fisicas.

Analise univariada

Os dados do teste de Scott-Knott revelam um destaque para as forrageiras
Mombaga e Colonido (Tabela 2), que formam um dos grupos (G3) do agrupamento
hierdrquico (Figura 2). Para essas forrageiras foram verificados os maiores teores de
proteina relacionada a glomalina total (Gt), que coincidentemente foi a varidvel de maior
contribuicao no modelo multivariado final obtido (Tabela 1). As duas forrageiras também
apresentaram maiores teores da fracdo facilmente extraivel (Gfe) e de matéria organica
associada aos minerais (Cmam), caracteristicas com a segunda e terceira maior
contribuicio para o mesmo modelo obtido. Essas duas varidveis aparentemente
determinaram o grupo G4 do agrupamento hierarquico (Figura 2), uma vez que as
forrageiras Cameron, Marandu, Xaraés, Massai, Tanzania, Pueraria, Andropogom, além
da mata, foram as que se observou altos teores de Gfe e Cmam. Do exposto nota-se que,
enquanto G3 foi determinado por forrageiras com maiores teores em Gt e o G4 foi
composto por aquelas de maiores teores de Cmam e/ou Gfe. Este resultado sugere que as
caracteristicas quimicas organicas, responsaveis por 54,86 % da informacdo do modelo
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multivariado, foram decisivas para a formagdo destes dois grupos, que apresentam maior

similaridade entre si do que com os demais.

Tabela 2 — Caracteristicas fisicas, quimicas organicas e inorganicas em solo cultivado

com forrageiras por mais de dez anos e em Mata

Forrageiras Cmop Cmam Gt Gfe Ca Mg Ds Pmi

(mg g solo™) (cmol. dm?) (gem?)  (m’m™)

AndropogonA” 3,8 19.2a 498 b 18,7a 25 ¢ 07 b 1,20 b 0,31 b
Tanzania™ 54 20,5a 474 b 187a 33 b I,Lla 1,24a 0,30 b
Massai’™® 34 18,7a 46,7 b 18,1a 27 ¢ 1,0a 1,27a 030 b
Mombac¢a®™ 5,1 21,3a 54,1a 2l4a 25 ¢ 1,0a 1,24a 0,33a
Coloniao™ 6,0 20,2a 56,7a 20.6a 28 ¢ 1,3a 1,19 b 0,33a
Cameroon™ 4,6 19,0a 451 b 175a 25 ¢ 06 b 1,11 b 0,35a
Tifton® 30 154 b43,1 <cl166 b 2,0 d 0,7 b 1,30a 0,30 b
Marandu® 4,6 19,4a 472 b 166 b 2,0 d 0,7 b 1,26a 0,34a
Mulato?” 43 16,3 b41,8 <cl14,7 b 32 b 14a 124a 0,33a
Xaraés?” 42 17,1 b46,1 b 18,7a 3,1 b I,1la 1,29a 0,32a
Humidicola® 2,9 17,1 b39,0 c149 b 1,8 06 b 1,13 b 0,35a
Ruziziensis® 4,0 18,0 b40,2 c¢157 b 1,3 0,5 b 1,08 b 0,38a
Decumbens® 3,1 16,6 b37,6 c14,7 b 1,7 0,7 b 1,15 b 0,34a
Gordura™® 1,5 16,9 b37,6 c13,7 ¢ 1,9 09a 127a 031 b
Amendoim®” 3,7 17,5 b34,7 c¢131 ¢ 24 ¢ 05 b 1,13 b 033a

o o o o

Puerdria™ 40 17,7 b49,2 b 18,6a 4,0a 1,5a 1,33a 0,29 b
Estilosantes® 3,1 17,1 b454 b 11,2 ¢ 4,0a 1,2a 1,34a 0,24

Mata 3,5 19,7a 474 b 20,1a 22 ¢ 1l,1a 1,10 b 033 b
Média 3,9 18,2 45,0 16,9 2,5 0,9 1,22 0,32
CV (%) 33,0 6,0 103 11,1 18,1 25,4 5,60 8,78

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05). Cmop: matéria organica particulada, Cmam: matéria organica associada aos
minerais, Gt: proteina relacionada a glomalina total, Gfe: proteina relacionada a
glomalina facilmente extraivel, Ca: calcio, Mg: magnésio; Ds: densidade do solo, Pmi:
microporosidade.

Em forrageiras é conhecida a alta correlagdo entre a producdo de massa e o teor
de carbono acumulado no solo (Silva et al., 2004). A maior parte das forrageiras
agrupadas nos grupos G3 e G4 apresentam em comum caracteristicas como porte alto,
raizes profundas e alta capacidade de produgdo de massa (Pereira et al., 2010), fatores
que provavelmente foram decisivos no agrupamento mais proximo dessas espécies. Para
se ter uma ideia do potencial dessas forrageiras, a alta producio de massa e de densidade
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de raizes do capim Marandu € associada sua ampla utiliza¢do na agricultura brasileira em
sistemas integrados de producdo (Cunha et al., 2010). Da mesma forma, as forrageiras
Andropogom, Cameron e Colonido podem atingir até 4 m de altura e produzir até 30 t ha’
I'ano™ (Fonseca et al., 2010; Pereira et al., 2010).

Os teores das fracdes de proteina relacionada a glomalina foram as varidveis de
maior contribuicao no modelo obtido e, a explicagdo para isto pode ser a associacdo que
existe entre a producdo dessas glicoproteinas e a producio de massa de forrageiras, como
observada por Walley et al. (2014). Esses autores verificaram que plantas com maior
actimulo de carbono possuem maior capacidade de induzir a producdo dessa glicoproteina
em suas rizosferas.

As caracteristicas fisicas foram as que menos contribuiram com a variancia do
modelo obtido (Tabela 1). Os resultados do teste de Scott-Knott para estas caracteristicas
demonstraram que as forrageiras Ruziziensis, Andropogom, Colonido, Amendoim,
Humidicola, Cameron, Decumbens, além da Mata, reduziram os valores de densidade do
solo (10,65 % de contribui¢do) em relacdo as demais. Na avaliagdo da microporosidade
(10,32 % de contribui¢do), as forrageiras Ruziziensis, Colonido, Amendoim, Humidicola
e Decumbens juntamente com Marandu, Mulato, Xaraés, Mombaga e Cameron
aumentaram o volume desse tipo de poros.

De maneira geral, as gramineas sdo apontadas como boas estruturadoras do solo
por terem sistemas radiculares vigorosos, profundos e com boa capacidade de
aproximacdo de particulas (Oades, 1984). Exemplo deste potencial melhorador da
estrutura do solo € a braquidria Ruziziensis (Brandado e Silva, 2012) e a cultivar Brizantha,
esta ultima empregada no sistema “Barreirdo” (Magalhdes et al., 2001).

As caracteristicas fisicas selecionadas foram relacionadas com a formacdo do
grupo G1 do agrupamento hierarquico (Figura 2). Das quatro forrageiras de G1, trés
(Amendoim, Decumbens e Humidicola) coincidiram com as de menor densidade do solo
e maior microporosidade (Tabela 2).

As caracteristicas quimicas inorganicas selecionadas contribuiram em parte para
a constituicdo do Grupo G2 do agrupamento hierdrquico (Figura 2), entretanto, com
menos evidéncias que as quimicas organicas para os grupos G3 e G4, e as fisicas com
G1. Apenas uma (Estilosantes), das quatro forrageiras do G2, apresentou destaque com
maiores teores de Ca e Mg.

Na avaliacdo entre forrageiras na andlise univariada, Puerdria e Estilosantes
proporcionaram maiores teores de Ca e Mg no solo. Leguminosas possuem grande

capacidade de absorcdo e ciclagem de Ca (Andrew e Norris, 1961), o que € favorecido
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pelo N proveniente da fixa¢do bioldgica, nutriente que contribui para com a solubiliza¢do
de Ca de reservatorios ndo trocdveis (Santos, 2016). Maiores teores de Mg também foram
verificados nos solos das forrageiras Tanzania, Massai, Mulato, Xaraés, Colonido,
Mombacga e Gordura.

Os maiores teores de Ca nos solos cultivados com leguminosas ajudam a explicar
a relacdo direta entre esse elemento e a Ds observada no CP2. Essas plantas, em relacao
as demais gramineas estudadas, apresentam sistema radicular menos volumoso, o que
pode ter contribuido para a ndo reducao dos valores de Ds. Isso indica que, embora o Ca
seja um elemento capaz de influenciar a estrutura do solo, neste estudo essa caracteristica
aparentemente foi condicionada por outros fatores, como o volume de raizes e os teores
de matéria organica.

Ao final das consideracdes acerca da andlise dos resultados associados as
caracteristicas de diferentes naturezas (associados a matéria organica, quimicos e fisicos)
nota-se, no geral, houve certo grau de associa¢do entre os resultados do agrupamento

hierdrquico e da andlise univariada efetuada.

Consideracoes finais

Diferencgas entre os géneros estudados em relacdo as caracteristicas evolutivas e
exigéncias nutricionais nao foram identificadas nos resultados das andlises quimicas e
pelo agrupamento hierdrquico. Apenas para as leguminosas verificou-se maiores teores
associados de Ca e Mg, resultado de certo modo esperado para essas plantas. As diferentes
exigéncias de nutrientes e tolerancia ao Al entre os géneros mais exigentes (Panicum,
Penisetum, Cynodon e Andropogom) e mais rudsticos (Brachiaria e Melinis)
aparentemente ndo influenciaram os padrdes de ciclagem de nutrientes, uma vez que 0s
grupos formados no agrupamento hierdrquico e os resultados das caracteristicas quimicas
avaliadas ndo indicaram qualquer tendéncia de maior eficiéncia de um grupo em relagcdo
a outro (Tabela 2 e Figura 1).

Os relatos na literatura sobre os efeitos benéficos das forrageiras sobre as
caracteristicas do solo sdo, de modo geral, generalistas e ndo apontam -efeitos
diferenciados em funcdo das espécies. Essa generalizacdo em parte ocorre pelo fato de
essas plantas apresentarem boa producdo de raizes e de parte aérea.

Entretanto, os resultados das andlises multivariada e univariada obtidas no
presente estudo indicam que as forrageiras apresentam potencial diferenciado de alteragcdo

nas propriedades do solo. Disto resulta que forrageiras podem ser selecionadas em fungdo
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de objetivos especificos almejados com sua utilizagdo, visando melhorar essa ou aquela
caracteristica do solo.

A andlise de componentes principais mostrou-se ferramenta util para embasar a
selecdo de varidveis capazes de refletir os diferentes efeitos das forrageiras sobre o solo,
o que permite dar subsidios para o estabelecimento de coeficientes de ponderacdo em

modelos de qualidade do solo.

CONCLUSOES

As caracteristicas que mais discriminam os efeitos de forrageiras na qualidade do
solo sdo os teores de proteina relacionada a glomalina total e de Ca trocdvel, e a densidade
do solo.

As forrageiras apresentam diferentes potenciais de alteracdo da qualidade do solo,
o que pode ser explorado em fun¢do de objetivos especificos quando da sua utilizagdo.
Enquanto o uso de capins Mombaca, Colonidao, Cameron, Marandu, Xaraés, Massai,
Tanzania, Puerdria e Andropogom sao associados a melhorias dos teores de carbono
organico no solo, as forrageiras Amendoim, Decumbens e Humidicola apresentam maior
potencial para a recuperacgao fisica de solos. Por usa vez, o estilosantes apresenta potencial

de melhorias no status de nutrientes do solo.
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CAPITULO 2: DIFERENTES ESPECIES DE FORRAGEIRAS DETERMINAM A
DIVERSIDADE DE FUNGOS NO SOLO?

Resumo: As forrageiras estdo entre as principais culturas utilizadas no Brasil.
Caracterizadas pela sua rusticidade. Essas plantas prestam diversos servigos ambientais e
interagem com vdrios fatores ecoldgicos do solo, dentre os quais destacam-se a
microbiota flingica. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar efeito de
espécies de forrageiras cultivadas por longo prazo sobre a diversidade da microbiota
fingica do solo e identificar os grupos de fungos mais relevantes. Para isso, extraiu-se o
DNA total de amostras de solo coletadas na profundidade de 0,0 — 0,15 m, que foi
submetido ao sequenciamento de nova geracdo (Illumina MiSeq) para se avaliar a
diversidade dos fungos. Os dados foram trabalhados em andlises de bioinformética para
melhorar a qualidade das sequéncias encontradas no sequenciamento e em redes neurais
para identificar as principais relagdes entre os grupos de fungos e as forrageiras avaliadas.
Nao houve grande efeito das forrageiras quanto aos indices de diversidade, indicando que
0 manejo e nao a espécie de forrageira, deve possuir maior influéncia sobre os grupos de
fungos do solo. Ainda assim observou-se que as forrageiras abrigaram grupos de fungos
com diferentes relevancias. A estrutura da rede neural artificial permitiu identificar os
grupos mais importantes associados a cada forrageira e indicou que os fungos mais
interativos, ou seja, mais importantes dentre todos observados, pertencem a ordem
Mortierellales e a familia Nectriaceae. A andlise dos grupos de fungos identificados mais
relevantes indica que sdo majoritariamente saproéfitos, embora alguns potencialmente
patogénicos estejam presentes.

Palavras chave: Mortierellales, redes neurais artificiais, sequenciamento de DNA.

INTRODUCAO

As forrageiras estdo entre as principais culturas utilizadas no Brasil. Em cultivo
manejado, estas plantas ocupam cerca de 20% do territorio nacional (IBGE, 2007) e sdo
as principais responsdveis pela expansdo da pecudria brasileira. Majoritariamente de
origem africana, o sucesso no cultivo dessas plantas estd relacionado a sua rusticidade e
boa adaptacgdo as condicdes edafocliméticas brasileiras. As forrageiras apresentam ainda
bom desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular, caracteristicas que as tornam
prestadoras de diversos servigos ambientais relacionados a melhorias na estrutura, fixagao

de carbono e na ciclagem de nutrientes no solo (Liu et al., 2012; Russell e Bisinger, 2015).
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Para a realizacdo desses servicos ambientais é fundamental a existéncia de
interagdes com grupos de microrganismos do solo, dentre os quais destacam-se os fungos.
Frequentemente os fungos sdo apontados como promotores do crescimento vegetal
devido ao papel que desempenham no solo, em especial na degradacdo da matéria
organica, ciclagem e solubilizacdo de nutrientes, agregacdo do solo e controle de
patégenos (Tedersoo et al., 2014). O sucesso na realizacdo dessas fun¢des estdo, muitas
das vezes, diretamente relacionadas a diversidade desses microrganismos no solo
(Mabherali e Klironomos, 2007) que, por sua vez, € afetada principalmente pelas espécies
de plantas e pelo manejo adotado no solo (Philippot et al., 2013; Prober et al., 2015).

O aprimoramento das andlises de sequenciamento de DNA tem se mostrado uma
ferramenta cada vez mais util em trabalhos objetivando avaliar a diversidade da
microbiota, uma vez que fornece informagdes quantitativas e qualitativas detalhadas a
respeito dos grupos de microrganismos presentes no solo (Oja 2014).

Os dados produzidos nas andlises de sequenciamento de DNA exigem um
processamento aprimorado, que € fundamental para a compreensdo dos resultados
obtidos. Neste sentido, o uso de técnicas computacionais avancadas, como as redes
neurais, apresenta-se como alternativa inovadora de grande potencial para a identificacao
das relacdes existentes entre os grupos de microrganismos e os ambientes estudados.
Redes Neurais Artificiais (Artificial Neura Network — ANN) representam o que hd de
mais atual no tratamento de dados em analises de bioinformatica (Silva, 2013). Esta
tecnologia consiste de analises de “aprendizado de maquina” (inteligéncia artificial),
processo no qual uma rede de correlacdo de alta fidelidade e sensibilidade é montada
utilizando-se um algoritmo e uma matriz de entrada de dados, na qual as caracteristicas
analisadas receberam diferentes pesos em fun¢do de sua importancia.

Este trabalho parte da hipdtese que o cultivo de diferentes espécies de forrageiras
sob mesmo manejo, condicionam a diversidade de fungos do solo. Diante do exposto, o
objetivo deste estudo foi avaliar se o cultivo por longo prazo de diferentes espécies de
forrageiras sob mesmo manejo determina a diversidade da microbiota fiingica do solo,

buscando evidenciar os possiveis grupos de fungos mais relevantes.

MATERIAL E METODOS
A darea experimental pertence ao setor de Agrostologia do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, MG, Brasil, estando localizada nas

coordenadas 20°46° 26’ S e 42° 51’ 30’ O. O clima da regido € do tipo Cwa subtropical,
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segundo a classificacdo de Koppen, e o solo é um Argissolo Amarelo Distréfico
(Embrapa, 2013).

A diversidade de fungos foi avaliada em solo cultivado e sem pastejo por um
periodo superior a dez anos com 17 espécies de forrageiras. As espécies de forrageiras
possuiam diferentes caracteristicas quanto a exigéncia nutricional, hdbito de crescimento
e rusticidade. Todas as plantas foram cultivadas em parcelas individuais de 16 m? e
dispostas em delineamento inteiramente casualizados. Embora fossem avaliadas de forma
individual, espécies podem ser divididas em trés grupos de acordo com suas
caracteristicas. O primeiro grupo € composto por plantas com maior exigéncia nutricional
compreendendo as espécies e hibrido: Andropogom gayanus (Andropogon); Panicum
maximum (variedades Tanzadnia, Massai e Mombaca); Cynodon dactylon (Tifton);
Pennisetum purpureum (Cameroon) e um hibrido de seu cruzamento com Pennisetum
americanum (Colonido). O segundo grupo é composto por plantas mais tolerantes a
acidez e a baixa fertilidade do solo, sendo, portanto, mais rdsticas. Esse grupo é composto
pelos capins Brachiaria brizantha (cultivares Marandu e Xaraés); Brachiaria decumbens
na parcela (Decumbens) e também avaliado sob condicdes de pastoreio (D. pastoreado);
Brachiaria ruzizienses (Ruzizienses), um cruzamento entre as duas ultimas espécies
(Mulato); Brachiaria humidicola (Humidicola) e Melinis minutiflora (Gordura). Por fim,
o terceiro grupo foi composto por forrageiras leguminosas: Arachis pintoi (Amendoim
Forrageiro); Pueraria phaseoloides (Pueréria) e Stylosanthes guianensis (Estilosantes).
Uma 4rea de mata secunddria adjacente ao experimento também foi avaliada como
referéncia.

A excecdo da B. decumbens em pastoreio e da area de Mata, o manejo das
forrageiras durante o periodo de cultivo consistiu de adubacdes (18, 62 e 35 kg ha ano™!
de N, P e K respectivamente) e podas anuais com retirada de parte dos residuos para
simular o pastejo. Trés amostras de solo foram coletadas em cada parcela na profundidade
de 0,0-0,15 m, sendo imediatamente colocadas em sacos pldsticos esterilizados e
resfriadas até a extracdo do DNA total do solo, realizada até 24 horas apds as coletas em
campo. Sub amostras de 250 mg de solo foram submetidos a extragdo do DNA com o kit
Power Soil DNA Isolation (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA), seguindo-
se as instrucdes do fabricante. Durante a extracdo e na etapa do processo de lise celular
para a liberacio do DNA utilizou-se o equipamento Precellys® 24, no qual as amostras
foram submetidas a agitagdo por 2 min, em ciclos com velocidade de 5500 rpm durante
20 s, alternados com agitacdo lenta durante 5 s. O DNA extraido foi quantificado por

espectrometria com uso do equipamento NanoDrop 2000c e, posteriormente liofilizado.
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O sequenciamento de nova geracdo (New Generation Sequencing) foi realizado com o
uso da plataforma Illumina MiSeq (Illumina Inc.). A regido ITS1 foi amplificada por PCR
(Polymerase Chain Reation) utilizando-se os primers ITS1F forward e ITS2 reverse, com
adaptacdes especificas para a plataforma Illumina, como proposto por Smith e Peay
(2014).

As andlises de bioinformdtica dos dados do sequenciamento de DNA foram
realizadas seguindo-se os procedimentos descritos no protocolo do Projeto do
Microbioma Brasileiro (Pylro et al., 2014), utilizando-se o software Quantitative Insights
Into Microbial Ecology - QIIME 1.8.0 (Caporaso et al., 2010; Bokulich et al., 2012).
Inicialmente as sequéncias foram agrupadas no QIIME (Join) e avaliadas quanto a sua
qualidade com uso do software FastQC (Andrews Simon, 2015), sendo removidas as
sequéncias de baixa qualidade que, neste estudo, foram consideradas aquelas de
comprimento menor que 250 pares de base e com qualidade menor que 25 na escala
Phred. No passo seguinte foram eliminadas trechos das sequéncias com cddigos nio
relativos aos fungos (quimeras) e, por fim, as sequéncias remanescentes foram agrupadas
em OTUs (operational taxonomic units) (Edgar, 2013) e identificadas em grupos
taxondmicos (similaridade > 97%) utilizando-se o banco de dados UNITE (Kdljalg et al.,
2013) disponivel no software QIIME. Seguidamente foram gerados indices de
dissimilaridade de Bray-Curtis e curvas de rarefacdo utilizando scripts no proprio
software QIIME. Os indices de diversidade de Simpson e Shannon foram calculados no
software Past versdao 3.0 (Hammer et al., 2009). Posteriormente os indices foram
comparados pelo teste de Bonferroni (p<0,05) utilizando o software Statistica® (Stasoft,
2000). Este teste foi escolhido pois desconsidera a distribui¢do normal dos residuos, uma
vez que essa premissa € previamente atendida na geracdo dos indices.

Os dados oriundos do processamento foram também submetidos a analise UniFrac
para a ponderagdo da importancia de cada grupo de fungos (familia) associado ao solo de
cada forrageira. Essa andlise utiliza informagdes filogenéticas para comparar amostras
ambientais. A informacgdo é gerada levando-se em considera¢do a ocorréncia de cada
grupo em relacio aos demais em todo o conjunto de dados, sendo entdo expressa em um
valor de peso de cada grupo em cada amostra.

Uma vez descriminada a importancia de cada grupo associado a cada forrageira
torna-se possivel que os dados taxondmicos possam ser trabalhados com o uso de redes
neurais artificiais (Artificial Neural Network — ANN). Essa ferramenta matematica
permite observar na forma de grafos e a partir de conexdes estabelecidas com base nos

pesos relativos de cada grupo de microrganismo em cada amostra (dados obtidos na
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andlise taxondmica), as relacdes existentes entre os fatores estudados (amostras de solo
de cada forrageira e microrganismos observados). Para a constru¢do da rede foi criada
uma matriz contendo os dados da anélise UniFrac considerando-se o nivel taxonomico de
familia. A estrutura da rede foi formada por pontos que representam as amostras € 0s
grupos de fungos encontrados, e por linhas que conectam estes pontos e representam os
pesos taxonOmicos relativos de cada grupo em cada amostra. Deste modo, linhas mais
espessas simbolizam pesos maiores e linhas mais finas, pesos menores. L.ogo, pontos
ligados por linhas espessas representam relagdes fortes, ao passo que pontos ligados por
linhas finas representam relacdes fracas. Para a constru¢do da ANN foi utilizado o
software Gephi versdo 0.9.1 (Bastian et al., 2009).

Para expressar a importancia de cada grupo de fungo identificado foi proposto o
indice de relevancia taxondmica (IRT), uma vez que os dados utilizados na construg¢do da
estrutura da ANN apresentam o peso de cada grupo de fungo em cada amostra. O cdlculo

desse indice € explicitado, para cada familia e forrageira, conforme as equacdes 1 e 2:

%)
IRT, = ££ 100 1),
= wm M

onde: IRT;: indice de relevancia taxondmica do grupo de fungo considerado; }(f):
somatorio dos pesos do respectivo grupo de fungo em todas amostras e Y.(7T): somatério
dos pesos de todos os grupos de fungos em todas as amostras. Este indice informa a
importancia (peso) que cada grupo acumulou em relagdo aos demais grupos observados
em todas as amostras, ou seja, quanto cada grupo de fungo foi relevante em relacdo aos

demais; e

_ X®
IRT, = z:(T).100 ),

onde: IRT;: indice de relevancia taxondmica da forrageira considerada; Y.(t): somatdrio
dos pesos de todos grupos de fungos no solo da respectiva forrageira e ).(T): somatério
dos pesos de todos os grupos de fungos nas amostras de solos de todas as forrageiras.
Esse indice informa a importincia (peso) que os fungos associados a cada forrageira
acumularam em relacdo as demais forrageiras e mata, ou seja, quanto os grupos de cada
forrageira foram relevantes em relagdo aos demais. Uma vez que os dados de ambos os
indices sdo valores relativos, os resultados foram expressos em porcentagem para facilitar

sua COl’IlpI'CCl’lSﬁO.
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RESULTADOS

Taxonomia

A andlise taxondmica ndo identificou 44% das OTUs presentes, por nio
apresentarem similaridade minima de 97% com os cédigos armazenados no banco de
dados UNITE. Tais microrganismos ndo foram ainda descritos ou possuem codigo
genético ainda nao presente no referido banco de dados.

Dentre as OTUs identificadas, o filo Ascomycota foi o mais abundante (23%),
seguido dos filos Zigomycota (18%) e Basidiomycota (8%) (Figura 1). Também se
verificaram OTUs que ndo apresentaram identidade com algum filo, sendo neste caso,
identificadas apenas como do Reino Fungi (5,1%), e também OTUs com assinaturas
ambiguas, ou seja, com sequéncias muito similares e que ndo permitiram a discriminagao

do filo (1,1%).

Zygomycota
(17.8%)

Basidiomycota
(8.2%)

Ascomycota
(22.9%)

Figura 1 — Abundancia dos grupos taxondmicos de fungos encontrados em solos

cultivados com 17 espécies de forrageira e mata.

Considerando somente os grupos de fungos identificados, o sequenciamento de
DNA gerou o total de 983.847 OTUs de alta qualidade (identidade minima de 97%, 250
pb e 25 na escala Phred). A maior quantidade de OTUs por forrageira foi observada no
capim Colonido (68.503) e, a menor, na braquidria Decumbens (35.400) (Tabela 1). As
curvas de rarefacdo pelo indice de diversidade de Chao 1 indicam que a amostragem
realizada foi satisfatdria para estimar a diversidade de fungos nas amostras de solo (Figura

2). Este resultado foi confirmado pela formacao de um platd nas curvas e pela andlise de
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varidncia da regressdo realizada com os quatro ultimos pontos das curvas, quando o

coeficiente angular foi estatisticamente igual a zero (fr= 0, p > 0,05).

Tabela 1 — Descri¢do das unidades taxondmicas operacionais (Operational Taxonomic
Unit — OTUs) e indices de diversidade de fungos observados em solos

cultivados por mais de uma década com 17 forrageiras e em mata

Ntmero de OTUs™®"

Forrageiras Media D) Simpson 1-D®  Shannon H®
Andropogom™” 13931 2806 0,81 ab 2,49 a
Tanzania’™ 17147 4231 0,56 ab 1,69 ab
Massai’™ 19398 2916 0,63 ab 1,66 ab
Mombaga™ 20497 7749 0,62 ab 1,70 ab
Colonido® 22834 8025 0,63 ab 1,63 ab
Cameroon’® 19938 10023 0,40 b 1,13 b
Tifton® 15955 2263 0,81 ab 2,38 ab
Marandu®” 16683 9890 0,68 ab 1,78 ab
Mulato®” 21136 9365 0,56 ab 1,50 ab
Xaraés®" 16080 7758 0,78 ab 2,18 ab
Humidicola®" 15344 6383 0,45 ab 1,31 ab
Ruziensis?’ 17096 4658 0,67 ab 2,00 ab
Decumbens?” 11800 2925 0,81 ab 2,37 ab
D. Pastoreado®” 18152 4215 0,74 ab 2,26 ab
Gordura™* 14216 4090 0,80 ab 2,44 a
Amendoim™ 14241 1032 0,78 ab 2,13 ab
Puerdria™ 18652 7592 0,78 ab 2,12 ab
Estilosantes® 16438 4285 0,84 a 2,42 ab
Mata 18412 2767 0,73 ab 1,91 ab
Total 083.847

) niimero de OTUs de alta qualidade. ®'desvio padrio. Médias seguidas de mesma letra
na coluna nio diferem estatisticamente pelo teste de Bonferroni ao nivel de 5% de
significincia. Simpson 1-D: indice de diversidade de Simpson, que expressa a
diversidade pela probabilidade de dois individuos, selecionados ao acaso na amostra,
pertencerem 2 mesma espécie. Indice que prioriza espécies mais raras. Valores proximos
a 1,0 indicam maior diversidade. “Shannon H: indice de diversidade de Shannon, que
expressa a diversidade considerando a riqueza e equitabiliadade de espécies. Valores mais
altos indicam maior diversidade. ¥ género Panicum; ™ género Penisetum; © género
Cynodon; " género Brachiaria; ™ género Melinis; #” género Arachis; ™ género Pueréria
e 5" género Stilosantes.

Nao houve grandes variacdes nos indices de diversidade de fungos do solo nas
diferentes espécies de forrageiras avaliadas. Considerando-se o indice de Simpson, que
prioriza espécies mais raras, foram observadas diferencas somente entre a forrageira

Estilosantes (0,84 + 0,02), de maior diversidade de fungos, e o capim Cameroon (0,40 +
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0,31), de menor diversidade (Tabela 1). Por sua vez, com o indice de Shannon, as
diferencas foram entre as forrageiras Gordura (2,44 + 0,29) e Andropogom (2,49 + 0,14),

com maior diversidade, e novamente o capim Cameroon (1,13 +0,78), com menor

diversidade.
700 Amendoim
® Andropogon
600 Cameroon
D. pastoreado
500 ® Decumbens
— Estilosantes
_g:o:s 400 ® Gordura
) e Humidicola
3 Marandu
S 300 Massai
§ ® Mata
B 200 Mombaca
"8 Mulato
Coloniao
100 ® Puerdaria
Ruziensis
0~ e TanzAinia
-1000 1000 3000 5000 7000 e Tifton
Numero de sequéncias por amostra Xaraés

Figura 2 — Curvas de rarefacao pelo indice de Chao 1 para grupos de fungos do solo, com
andlise de variancia da regressdo para I =0 (p=>0,05) nos ultimos quatro pontos

da curva, objetivando indicar se a amostragem foi satisfatdria.

Indice de Relevancia Taxondmica

A andlise taxondmica nos solos das 17 forrageiras e Mata indicou a ocorréncia de
48 familias de fungos, das quais 20 ndo tiveram assinaturas correspondentes a este nivel
taxondmico, sendo entdo identificadas em niveis superiores. Para esses 20 grupos
procurou-se identificar o nivel taxondmico segundo os seguintes codigos: k = reino, p =
filo, o = ordem, ¢ = classe e f = familia. Desta forma, por exemplo, o grupo
o_Mortierellales representa uma familia de fungos ndo identificada, mas pertencente a
ordem (o) dos Mortierellales. Houve também grupos com posi¢do taxondmica incerta, a
esses foram adicionadas as letras ™ (sindnimo de incertae sedis) apés o nome (p.e.
f_Agaricomycetes'S, familia pertencente 2 classe do Agaricomycetes mas com posicio

taxondmica indefinida).
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Os valores do Indice de Relevincia Taxondmica (IRT,) permitiram o
ranqueamento das forrageiras, em funcdo da maior ou menor presenca de grupamentos
de fungos mais relevantes (Figura 3). A classificac@o das forrageiras segundo este critério
indicou melhor desempenho associado com as leguminosas Estilosantes (7,0%) e
Amendoim forrageiro (6,7%) que, juntamente a Mata (6,9%) apresentaram o0s trés
maiores IRT. Por outro lado, os capins de menor indice de relevancia taxondmica foram

Tanzénia (3,3%), Cameroon (2,5%) e Humidicola (2,4%).

IRT, (%)
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0

Estilosantes s 7 ()

Mata eSS () O
Amendoim S (7
Coloniao MEEEssESSEEEEEEEE—— () 4
Decumbens meassssssssssssssssssssssmmmm () 4

Xaraés e () )

Pueraria meessssssssssssssssssssssssss G ]
Tifton e () ()
Andropogom e 5 O
Gordura eSS § T
Marandy meessssssssssEEEES———— § )

Forrageiras

Dec. pastoreado =———— 5 ()
Massai eessssssssssssssssm—— 5 ()
Ruziziensis meesssssssssss— 4 5
Mulato eeessssssssssss———— 4 4
Mombaga —— ] 3
Tanzdnia ee—————— 3 3
Cameroon e——— ) 5
Humidicola mee— ) 4

Figura 3 — Ranqueamento das forrageiras com base nos valores de IRT; (indice de
relevancia taxondmica para forrageiras) dos grupos de fungos observados em

cada forrageira e Mata.

O ranqueamento realizado pelo ITR; aparentemente ndo foi influenciado pelas
caracteristicas de rusticidade das forrageiras, exceto em relagdo as leguminosas, uma vez
que tratamentos com diferentes exigéncias nutricionais apresentaram grupos de fungos
com importancia relativa similares, como foi o caso das forrageiras Decumbens e
Colonido com elevados valores de ITR;, e Cameroon e Humidicola com os menores

valores de ITR,.
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A relevancia dos grupos de fungos identificados também foi avaliada a partir dos
valores de Indice de Relevancia Taxondmica (IRT,). Em funcgdo do elevado nimero de
familias de fungos identificado, optou-se por apresentar apenas os com IRT; > 1,0 %
(Figura 4). Com esse critério, as familias mais relevantes observados nas amostras de solo
das 17 diferentes forrageiras e Mata avaliados foram o_Mortierellales (16,4%) e
f_Mortierellaceae (15,3%), e as de menor relevancia a c_MortierellomycotinaIS (1.0%) e
f_Sporormiaceae (1,0%). Outros grupos com IRT; < 1,0% foram identificados como

Outros, cujo grupo apresentou IRT;de 11,9%.

IRTTf (%)
18
o_Mortierellales 16.36
f Mortierellaceae 15.31

k_Fungi

f Nectriaceae
c_Agaricomycetes
p_Ascomycota
f_Hypocreaceae
o_Chaetothyriales
f_AgaricomycetesIS
o_Helotiales
o_Pleosporales
f_Herpotrichiellaceae
p_Basidiomycota

f Clavariaceae
f_Vibrisseaceae
f_PleosporalesIS
c_MortierellomycotinalS
f_Sporormiaceae
Outros*

Principais grupos de fungos

Figura 4 — Ranqueamento das forrageiras com base nos valores de IRT; dos principais
grupos de fungos observados nas forrageiras e Mata avaliadas.

*inclui: f_Pleosporaceae, c_Sordariomycetes, f_Trichocomaceae, f Bionectriaceae,
f_Chaetosphaeriaceae, f_Hydnodontaceae, f_Dipodascaceae, c¢_Dothideomycetes,
f_Montagnulaceae, f_LeotiomyceteslS, c_Eurotiomycetes, f_Clavicipitaceae,
f_Annulatascaceae, o_Capnodiales, o_Auriculariales, f_Xylariaceae, c¢_leotiomycetes,
o_Onygenales, f_Magnaporthaceae, f Helotiales's, f Ganodermataceae,
f_Didymosphaeriaceae, f_Mycosphaerellaceae, o_Sordariales, f Orbiliaceae,
f_Thelephoraceae, o_Xylariales e o_Agaricales.
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Rede Neural Artificial

Na andlise visual da estrutura da rede neural artificial (Artificial Neural Network
- ANN), os fatores (grupos de microrganismos e forrageiras) mais centralizados tem
maior grau de importdncia uma vez que apresentam maior interacdo com os demais
(maior nimero de conexdes) (Figura 5). Como neste estudo um grande nimero de
familias de fungos foi identificado e muitas forrageiras foram estudadas, a arquitetura da
rede resultante foi formada por um nimero elevado de conexdes. Por esse motivo, na
discussdo dos resultados optou-se por abordar apenas as mais relevantes, ou seja, as
representadas por linhas mais espessas.

Os principais grupos de fungos observados na estrutura da rede, ou seja, que
apresentaram pelo menos uma conexdao de maior relevincia foram: o_Mortierellales,
f Mortierellaceae, k_Fungi, f Nectriaceae, c_Agaricomycetes, p_Ascomycota,
f Clavariaceae, f_Agaricomycetes'S, 0_Chaetothyriales, o_Helotiales,
f_Herpotrichiellaceae, f_Pleosporales'S, c_Mortierellomycotina'S, p_Basidiomycota e
o_Pleosporales (Figura 5, Tabela 2).

Na estrutura da rede neural obtida observou-se tendéncia de separacdo das
forrageiras. Espécies de forrageiras consideradas mais exigentes e leguminosas, foram
alocadas na parte inferior, enquanto que espécies mais rusticas foram posicionadas na
parte central e superior da rede neural. A Tabela 2 apresenta um resumo das principais
conexdes verificadas na ANN. A maioria das forrageiras foram associados trés ou quatro
grupos de fungos mais importantes. Por outro lado, quando analisado em quais forrageiras
esses grupos foram mais relevantes, observa-se que algumas delas foram generalistas, ou
seja, estdo presentes e sdo importantes para vdrias forrageiras. Este € o caso, por exemplo,
dos fungos da ordem Mortierellales e da familia Nectriaceae, que foram relevantes para
13 e nove diferentes forrageiras respectivamente. Outras familias de fungos foram mais
especificas e relevantes em poucas forrageiras, como € o caso dos grupos
p_Basidiomycota, C_Mortierellomycotinals, f_Clavariaceae, {_Herpotrichiellaceae,
o_Helotiales e o_Pleosporales, que apresentaram relevancia para apenas uma forrageira
(Tabela 2).

A andlise taxonOmica indicou quais os géneros mais abundantes em algumas
familias de fungos. Estes gé€neros obtidos foram apresentados apenas para as familias de
fungos mais relevantes (Tabela 2), destacando-se o género Fusarium na familia
Nectriaceae, o Mortierella na familia Moretierellaceae, o Pyrenochaeta na familia

Pleosporales e o Clavindpsis na familia Claviraceae.
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Figura 5 — Rede Neural Artificial com familias de fungos do solo observadas em amostras
de solo de 17 forrageiras e Mata. As forrageiras, Mata e familias de fungos sio
representadas por pontos. O grau de importancia (peso pela andlise UniFrac)
das relacdes entre os pontos é representado pela espessura das linhas que os
conectam. Linhas mais espessas representam relacdes mais relevantes e menos

espessas, menos relevantes.
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Tabela 2 — Principais grupos de fungos observados em diferentes espécies de forrageiras

cultivadas e Mata

Familias de fungos de ocorréncia relevante

Forrageira/Mata Grupo de fungos mais relevantes Grupo de fungos” Género mais abundante _ Forrageiras
c_Agaricomycetes Andropogom
Andropogom™' f_Nectriaceae Massai
o_Mortierellales Marandu
c_Agaricomycetes Colonido
Tanzania™ k_Fungi Mombaga
p_Ascomycota Ruziziensis
k_Fungi o_Mortierellales Nao identificado Humidicola
Massai’™ c_Agaricomycetes Cameroon
o_Mortierellales Decumbens
f_Mortierellaceae Tifton
Mombaga™ o_Helotiales Mata
o_Mortierellales Pueraria
i P f_Mortierellaceae Estilosantes
Colonido™ .
o_Mortierellales Andropogon
f_Agaricomycetes' Mulato
Cameroon’® o_Chaetothyriales Gordura
o_Mortierellales Amendoim
c_Agaricomycetes f_Nectriaceae Fusarium Decumbens
Tifton® f_Nectriac.eae D. Pa§toreado
k_Fungi Tifton
o_Mortierellales Pueraria
f_Clavariaceae Estilosantes
Br f_Mortierellaceae Tanzinia
Marandu o_Mortierellales Massai
p_Ascomycota Gordura
f_Agaricomycetes' Amendoim
Mulato?” f_Mortierellaceae k_Fungi Nio identificado Humidicola
f_Nectriaceae Decumbens
f_Mortierellaceae D. Pastoreado
Xaraés®” o_Chaetothyriales Tifton
p_Ascomycota Puerdria
c_Agaricomycetes Marandu
Humidicola® k_Fungi Mulato
o_Mortierellales Xaraés
Ruziziensis®" o_Mqrtlerellales f Mortierellaceae Mortierella Coloniao
f_Agaricomycetes' Mombaca
Decumbens?” f N ectriac.eae Gord/ufa
k_Fungi Puerdria
o_Mortierellales Estilosantes
f Nectriaceae Humidicola
D. Pastoreado” f_Pleospora'lesIS Tifton
k_Fungi . . . Mata
c_Agaricomycetes Naio identificado
p_Ascomycota Andropogon
k_Fungi Tanzéania
Me f Nectriaceae Massai
Gordura f Mortierellaceae Tanzéania
f_HeVrpotrlc'hlellaceae p_Ascomycota Nio identificado Maran/du
f_Nectriaceae Xaraés
Amendoim®” f_Pleosporales' D. Pastoreado
k_Fungi Mulato
f Mortierellaceae f_Agaricomycetes's Resinicium Cameroon
P f Nectriaceae Decumbens
Puerdria’ . -
k_Fungi f_Pleosporales's Pyrenochaeta Amendoim
o_Mortierellales - D. Pastoreado
t_MortlerF:llaceae o_Chaetothyriales Nio identificado Xaraés
Estilosantes™ f Nectriaceae Cameroon
o_Mortierellales p_Basidiomycota Nio identificado Mata
o_Pleosporales c_Mortierellomycotina's Nio identificado Mata
c_Agaricomycetes f_Clavariaceae Clavulinopsis Marandu
Mata c_Mortierellomycotina's f_Herpotrichiellaceae Nio identificado Gordura
o_Mortierellales o_Helotiales Nio identificado Mombaca
p_Basidiomycota o_Pleosporales Nio identificado Estilosantes
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DISCUSSAO

Diversidade de Fungos

Parte expressiva das OTUs encontradas nas amostras no sequenciamento do DNA
ndo foram identificadas. Este é um resultado frequentemente observado para amostras de
solo, uma vez que boa parte dos microrganismos do solo ainda ndo estd depositado no
banco utilizado (Oja et al., 2015). Por outro lado, cerca de 50% das OTUs foram
identificadas e o filo Ascomycota foi o que apresentou maior abundancia. Este filo é
frequentemente referenciado na literatura como o mais abundante no solo, seguido pelo
filo Basidiomycota (Lim et al., 2010; Soares, 2015; Wang et al., 2017), que neste estudo
foi superado pelo Zigomycota, ficando como o terceiro mais presente nas amostras
avaliadas.

As diferentes forrageiras cultivadas por mais de uma década ndo proporcionaram
grande diferenciacdo nos indices de diversidade avaliados. Considerando-se o indice de
Simpson que valoriza espécies mais raras, diferencas foram apenas verificadas entre a
maior diversidade na forrageira Estilosantes € menor no capim Cameroon. Em relacdo ao
indice de Shannon, diferencas foram registradas entre a maior diversidade nos capins
Andropogom e Gordura em comparagcdo com a menor no capim Cameroon.

A maior diversidade no Estilosantes em um dos indices pode ser relacionada com
a qualidade dos seus residuos, que se espera ser mais acessivel a uma ampla gama de
espécies de fungos, muito embora tal efeito ndo tenha sido verificado nas leguminosas
Puerdria e Amendoim forrageiro. Por sua vez, tanto o Estilosantes quanto o capim
Gordura, este de maior diversidade no segundo indice, sdo plantas secretoras de 6leos
(Prates et al., 1993), o que permite inferir que tal caracteristica possa favorecer a
diversidade dos fungos do solo. Isto decorre da percep¢cdo de que a presenga de um
substrato diferenciado pode oferecer condi¢des para o desenvolvimento de maior nimero
de espécies, embora na literatura ndo tenha se encontrado trabalhos relacionando o efeito
dessas secrecdes sobre a diversidade ou qualquer outra caracteristica dos solos. No caso
do Andropogom, foram encontradas algumas poucas referéncias sobre seu efeito na
diversidade fungica do solo. Alguns dados indicam que, em consdrcio com leguminosas,
essa forrageira foi mais eficiente em elevar a riqueza de espécies de fungos micorrizicos
arbusculares do que em cultivo solteiro (Miranda et al., 2010), entretanto, neste trabalho
foram avaliadas apenas micorrizas arbusculares e se utilizou de técnicas mais tradicionais

de avaliacdo da diversidade.
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Em ambos os indices de diversidade avaliados, o solo cultivado com capim
Cameroon foi o de menor diversidade de fungos. Este resultado pode estar associado a
alta relacdo C:N dos residuos dessa planta decorrente do seu rdpido crescimento. Como
o manejo de simulacdo do pastejo era efetuado ao mesmo tempo em todas as forrageiras,
quando esta prética era realizada, cortava o capim Cameroon mais desenvolvido e,
portanto, com material mais rico em carbono.

As demais forrageiras ndo apresentaram diferencas quanto aos indices de
diversidade avaliados, indicando que, ap6s um periodo considerdvel de cultivo, essas
espécies proporcionam niveis similares de diversidade. Este resultado diverge da hip6tese
inicial deste estudo, pois esperava-se que forrageiras com diferentes hdbitos de
crescimento e exigéncias nutricionais apresentassem, apos periodo prolongado de cultivo,
variagdes nos niveis de biodiversidade fingica no solo. Também divergem de outros
estudos que apontam efeito preponderante das plantas sobre a diversidade de fungos do
solo, como o caso de trabalhos que indicam que solos cultivados com leguminosas
apresentam diversidade de fungos superior a cultivados com outras plantas (Tedersoo et
al., 2016; Zuo et al., 2016; Yang et al., 2017). Por outro lado, essa homogeneidade pode
ser percebida positivamente, uma vez que nao se verificou diferengas entre as forrageiras
e a Mata. Também deve ser considerado que o periodo relativamente longo de cultivo das
forrageiras pode ter sido suficiente para que a diversidade de fungos do solo atingisse um
limite, estabilizando-se em um patamar e, desta forma, reduzindo as diferencas entre as
forrageiras. Essa tendéncia de estabilizacdo da diversidade ao logo do tempo foi
verificada por Gomide et al. (2009) em estudo com fungos micorrizicos arbusculares. Do
exposto, tem-se que os resultados dos indices de diversidade indicam que mudangas mais
profundas nos niveis de diversidade de fungos em solos cultivados com forrageiras sejam
mais associadas a0 manejo adotado, do que a espécie cultivada.

Dentre as familias de fungos identificadas destacam-se, por um lado, algumas que
foram consideradas generalistas e relevantes para vérias forrageiras (o_Mortierellales,
f Nectriaceae, f_Mortierellaceae e c_Agaricomycetes) enquanto outras foram
consideradas mais especificas e relevantes para poucas forrageiras, com foi o caso do
p_Basidiomycota e C_MortierellomycotinalIS na Mata; f Clavariaceae no Marandu; e
f_Ascomycota no Decumbes pastoreado e Marandu. Embora ndo se tenha certeza do
papel que as familias mais especificas possuem nas forrageiras onde foram observadas,
presume-se que a maior relevancia desses grupos esteja associada a alguma caracteristica
especifica da planta. Esta observacao pode nortear futuros estudos sobre o papel e relagcdo

desses fungos no solo cultivado com essas forrageiras.
36



Os resultados sugerem nao haver efeito preponderante do pastoreio sobre os niveis
de diversidade de fungos do solo, uma vez que a forrageira Decumbens manejada com
animais foi similar as demais forrageiras ndo pastejadas quanto aos indices de
diversidade. Essa observacdo deve ser tomada com restricdes, uma vez que o pastejo nao
foi analisado como uma fonte de variacdo, tendo em vista que apenas essa forrageira foi
submetida as duas condi¢cdes de manejo.

Ainda que os indices de diversidade para fungos tenham sido homogéneos entre
as forrageiras avaliadas, o indice de relevancia taxondmica para cada forrageira (IRT))
mostrou diferencas em relacdo a importancia dos grupos identificados em cada planta no
sequenciamento de DNA. O ranqueamento realizado a partir do indice proposto neste
estudo permitiu observar que as forrageiras Tanzania e Humidicola, que nao diferiram
das demais nos indices de Simpson e Shannon, agruparam grupos de fungos de menor
relevancia. De forma semelhante, nota-se que a Mata e o Amendoim forrageiro, que
também ndo diferiram das demais forrageiras em relacdo a diversidade pelos indices
avaliados, destacaram-se por apresentar mais grupos de maior relevancia. Por sua vez, o
IRT; obtido para as forrageiras Estilosantes e Cameroon foram coerentes com os indices
de diversidade avaliados.

A maior quantidade de grupos com alta relevancia na Mata, Estilosantes e
Amendoim pelo ranqueamento via IRT; pode estar associado com o fato de as
leguminosas disponibilizarem um substrato com melhor qualidade a microbiota do solo,
com formas de carbono mais ldbeis e mais rico em nutrientes, principalmente, N e Ca
(Loneragan e Snowball, 1969; Palm e Sanchez, 1991). Para a 4rea de mata, a justificativa
poderia ser esse um ambiente natural, onde as relacdes ecoldgicas sio estdveis.

Um dos focos deste estudo foi analisar a distribui¢cao e o perfil da microbiota
fungica do solo associada a diferentes espécies de forrageiras. Neste sentido, a rede neural
artificial utilizada foi capaz de discriminar com sucesso estas interacoes, indicando as
mais significativas para cada espécie de forrageira. Adicionalmente, o indice IRTy
apresentou de forma consolidada o nivel de interacdo de cada grupo de fungo em cada
forrageira. Desta forma, a combina¢do de ambas ferramentas possibilitou identificar os
grupos chave presentes nas diferentes forrageiras avaliadas.

A rede neural também permitiu observar que as forrageiras apresentaram uma
segregacdo na distribui¢do espacial. Forrageiras mais rusticas foram alocadas na parte
central e superior da rede, enquanto leguminosas e forrageiras mais exigentes em
nutrientes foram alocadas na parte inferior. Isso sugere que o perfil da microbiota fliingica

do solo pode responder a certas mudangas promovidas no solo com o cultivo das
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forrageiras. Essas mudancgas podem ser produto de variacdes na liberacao de exudados
radiculares e na ciclagem de nutrientes, caracteristicas diretamente relacionadas com a
rusticidade das forrageiras. Desse modo, solos com maiores teores de Al e mais dcidos
podem abrigar determinados tipos de espécies de fungos mais adaptadas, ao passo que
solos com fertilidade condicionada por forrageiras de melhor capacidade de ciclagem de
nutrientes podem oferecer condicdes mais adequadas para outros grupos fiingicos.
Contundo, estudos mais aprofundados, principalmente relacionados ao efeito dos
exudados radiculares, da capacidade de ciclagem de nutrientes e da alteracdo do pH na
rizosfera promovidas pelas forrageiras, podem elucidar o quanto essas plantas podem

afetar os grupos de fungos presentes no solo.

Papel dos principais grupos

O sequenciamento de DNA tem sido amplamente utilizado para a descricdo e
identificacdo de microrganismos em diversas dreas de estudo, contudo, uma de suas
limitagdes € o ndo oferecimento de informacdes que permitam avaliar a real funcdo dos
microrganismos no solo. Desta forma, somente seria possivel inferir sobre o papel deles
a partir de dados da literatura e outras varidveis analisadas. Como em alguns casos 0s
grupos de maior importancia ndo foram identificados ao nivel de familia (k_Fungi,
p_Ascomycota, p_Basidiomycota, o_Helotiales e o_Pleosporales), uma discussdo mais
aprofundada da possivel fung¢do destes grupos no solo torna-se essencialmente
especulatdria, dado o niimero de espécies abrigadas dentro de cada cla e a diversidade de
fungdes que podem ser desempenhadas no solo. Neste sentido, na sequéncia procurou-se
abordar as fun¢des apenas dos grupos identificados por suas familias ou ordens.

De acordo com a arquitetura da ANN e os dados do IRTy, os grupos de fungos
mais interativos, ou seja, mais importantes, pertencem a ordem Mortierellales e a familia
Mortierellaceae que pertence a aquela ordem. Juntos estes dois grupos representam quase
um terco do total dos pesos relativos a importancia taxondmica e foram relevantes para a
quase totalidade das forrageiras avaliadas. Atualmente, apenas a familia Mortierellaceae
€ descrita na ordem Mortierellales (Hoffmann et al., 2011), assim o grupo nao identificado
€ formado por familias ainda ndo descritas ou ndo presentes no banco de dados.

A familia Mortierellaceae pertence ao filo Zigomycota, e possui apenas 0 género
Mortierella. Os relatos da ocorréncia de espécies desse género em diversos ambientes
incluem plantac¢des de cacau, forrageiras, pantanos, florestas plantadas, vegetacao nativas
e até Terras Pretas antropogénicas (Turner e Pugh, 1961; Jackson, 1965; He et al., 2005;

Fracetto et al., 2013; Lucheta et al., 2016). Essas informacdes indicam que essas espécies
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sdo bastante generalistas quanto ao habitat. Em relagdo as caracteristicas e fungdes, as
espécies dessa familia sdo majoritariamente sapréfitas e oportunistas pioneiras ou
secunddrias (Deacon, 1997), sendo frequentemente associadas a solos organicos ou com
boa disponibilidade de residuos orgénicos para a degradacgao, tal como ocorreu na maioria
das forrageiras estudadas neste trabalho (Jackson, 1965; Kjoller et al., 2000; Osono e
Takeda, 2001; Thormann, 2006; Stursova et al., 2012). Existem relatos ainda de espécies
patogénicas para animais € humanos (Austwick, 1976; Wada et al., 2011; Layios et al.,
2014), produtores de dcidos graxos importantes para a alimentagdo humana (Zhu et al.,
2004), e ainda espécies endofiticas e capazes de aumentar a resisténcia das plantas a
herbivoria por insetos (Gan et al., 2017). Algumas espécies sao conhecidas por emitir um
odor similar ao do alho (Shimizu e Jareonkitmongkol, 1995). Um relato interessante
indica que algumas espécies dessa familia possuem a capacidade de volatilizar selénio
pelo processo de metilagdo, sendo possiveis agentes cicladores deste elemento no solo
(Zieve et al., 1985).

A familia Nectriaceae foi outra de destaque com maior relevancia. Essa familia
pertence ao filo Ascomycota e, atualmente, possui mais de 90 géneros, dos quais os
observados neste estudo foram: Cosmopora, Cylindrocarpon, Fusarium, Nectria,
Septofusidium, Thelonectria e Voluntella, além de um género nao identificado (dados nao
apresentados). Com relevancia destacada em nove forrageiras avaliadas, o género mais
abundante foi o Fusarium, um dos mais importantes da familia. Dispersas em
praticamente todo o planeta, as espécies de Fusarium sdo majoritariamente saprofitas,
parasitas facultativa e, algumas delas, parasitas obrigatdrias (Khandelwal, 2017), das
quais destacam-se as fitopatdgenas (Gullino et al., 2015; Jiménez-Diaz et al., 2015; Carrer
Filho et al., 2016). Esse género é comum em pastagens (Burgess et al., 1988), onde os
relatos indicam ser, em sua maioria, espécies saprofitas, muito embora muitas delas sejam
produtoras de micotoxinas que, quando consumidas pelos animais, podem provocar
problemas ao sistema reprodutor e digestivo (Abbas et al., 1991; Bonish e Dienna, 1993;
Tan et al., 2011).

Poucos estudos buscam compreender o papel que as espécies de Fusarium
possuem na ciclagem de nutrientes e carbono no solo, uma vez que a maioria das
pesquisas é dedicada as doencas causadas por estes fungos tanto em plantas como em
animais. Ainda assim, Soares (2013) observou que algumas espécies de Fusarium sio
eficientes decompositores, com boa capacidade de degradacdo de celulose e de outros
compostos aromdticos. Uma vez que ndo se tém indicios de doencas nas plantas avaliadas

e nem historico de problemas em animais por intoxicagdo com essas micotoxinas na
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regido, acredita-se que as espécies de Fusarium encontradas neste estudo sejam
majoritariamente saprofitas.

Outro grupo relevante observado nas forrageiras pertence a classe dos
Agaricomycetes, sendo uma familia sem posicao taxondmica definida, identificada como
f_Agaricomycetes' e que foi relevante em cinco forrageiras e na Mata; e outro
pertencente a familia Clavariaceae, que foi relevante na forrageira Marandu. Os
Agaricomycetes sdo facilmente identificados pela estrutura de frutificacdo que formam
cogumelos. Sdo dispersos em todos os tipos de habitat e representam cerca de 50% da
diversidade de fungos do solo (Tedersoo et al., 2014). Recentemente 18 espécies ainda
ndo descritas no Brasil foram encontradas no Mato Grosso, sendo uma delas
possivelmente endémica (Bononi et al., 2017). As principais estratégias de sobrevivéncia
destes fungos sdo o saprofitismo, parasitismo e mutualismo (Hibbett, 2007) e suas
atividades no solo tém relacdo direta com a ciclagem de nutrientes e carbono, € com a
atividade de outras comunidades de fungos (Hibbett et al., 2014).

Dentre os géneros mais abundantes, destacam-se o Resinicium em familia com
posicao taxondmica incerta e o Clavulinopsis da familia Clavariaceae. Estudos indicam
que algumas espécies do género Resinicium sdo lignoliticas (degradam lignina), sendo
encontradas em restos de madeira em decomposi¢do, e apresentam baixos niveis de
patogenia (Kirby et al., 1990). Alguns relatos indicam que espécies de Resinicium podem
ser microfagiadas por pequenos insetos (Tordoff et al., 2006). Além disso, tais fungos sido
associados a potencial de biorremediacdo de solos contaminados com derivados de
petréleo (Nicholas, 2015).

O género Clavulinopsis é formado por espécies saprofiticas, normalmente
encontradas em solo ou em residuos mortos de pastagens e madeira em decomposi¢ao.
Algumas si3o sensiveis ao manejo do solo e, portanto, consideradas indicadoras de
qualidade do ambiente, uma vez que sua permanéncia depende de boas condicdes de
sobrevivéncia (Wong, 2012). Embora sensiveis a0 manejo, as espécies desse género
aparentemente ndo sao muito seletivas quanto ao habitat, sendo encontradas associadas a
diferentes tipos de vegetacdo (Zhang et al., 2010). Diante do exposto, a relevancia desse
grupo de fungo no solo cultivado com a forrageira Marandu sugere que essa forrageira €
capaz de proporcionar boa qualidade do solo.

Um grupo de fungos pertencente a uma familia sem posi¢@o taxondmica definida
dentro da ordem dos Pleosporales também teve destaque (f_Pleosporales'™). Esse grupo
foi relevante nas forrageiras Amendoim e Decumbens pastoreado, sendo o género mais

abundante o Pyrenochaeta. A maioria dos relatos na literatura indicam que esse género
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abriga espécies patogénicas, que provocam doencas em raizes, infectando principalmente
as culturas do tomate, pimenta, meldo, berinjela, pepino e espinafre (Grove e Campbell,
1980; Pohronezny e Volin, 1991; Infantino et al., 2000; Aragona et al., 2014). Outros
relatos indicam espécies de Pyrenochaeta em pastagens, neste caso, sem mengao a

possivel associagdo com doengas (You et al., 2000).

Consideracoes finais

O estudo foi capaz de identificar diversos grupos de fungos associados as
forrageiras no solo. Contudo, percebeu-se que fungos do filo Glomeromycota, formado
pelos fungos micorrizicos arbusculares ndo foram identificados. Contudo, sua
inexisténcia no solo é pouco provavel, tendo em vista sua ampla distribuicdao e o papel
que desempenham. A ndo identificacdo desse filo decorreu, provavelmente, da nao
especificidade dos primers ITSF1 e ITS2 para estes fungos, problema que poderia ter sido
solucionado com a utilizacdo de primers especificos para a exploragdo mais aprofundada
destes grupos no solo (Kriiger et al., 2009; Lindahl et al., 2013).

Embora seja um estudo exploratério de identificacdo da diversidade de fungos, o
presente estudo oferece uma base para estudos futuros relacionados a fungdo dos grupos
desses microrganismos em solos cultivados com forrageiras. Neste sentido, os resultados
apresentados pela estrutura da ANN podem subsidiar avaliacdes de grupos especificos de

fungos no solo e suas respectivas fun¢des em diferentes espécies de forrageiras.

CONCLUSOES

Os niveis de diversidade de fungos do solo ndo sdo determinados pela espécie de
forrageira cultivada. Mudancas mais marcantes nesta caracteristica devem estar mais
associadas ao manejo do que com a espécie utilizada.

Em condi¢des de igualdade nos niveis de diversidade, a relevancia dos grupos de
fungos € dependente da forrageira cultivada.

Os grupos de fungos do solo identificados como mais importantes na associacao
com as forrageiras sdo pertencentes a ordem Mortierellales e a familia Nectriaceae. A
rede neural artificial é capaz de identificar grupos de fungos do solo mais relevantes e
associados a cada forrageira.

Os fungos associados as forrageiras com maior relevancia sdo espécies
majoritariamente saprofitas, ainda que com a presenca de alguns potencialmente

patogénicos.
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CAPITULO 3: ALTERACAO DA ESTRUTURA DE SOLOS E RESIDUO DE
MINERACAO POR PLANTAS E FUNGOS

Resumo: A qualidade fisica do solo € resultado da interacdo de diferentes fatores. A acdo
de plantas e microrganismos € frequentemente mencionada como contribuintes no
processo de estruturagdo do solo, muito embora persistam limitacdes no entendimento do
papel que cada um destes componentes desempenha. Neste sentido, ensaios foram
conduzidos com dois solos e um residuo de mineracao de ferro buscando avaliar o efeito
de plantas (braquidria e amendoim forrageiro) e indculos (fungo Piroformospora indica
e mix com trés espécies de fungos micorrizicos arbusculares) sobre a alteracdo da
estrutura dos substratos avaliados, por meio de caracteristicas fisicas e microbiolégicas
do solo bem como de desenvolvimento das plantas. As alteragdes na meso e
macroestrutura do solo ocorreram predominantemente por acao das plantas, com destaque
para a braquidria e foram associadas com a maior produgdo de biomassa, em especial de
raizes. Os in6culos influenciaram mais as caracteristicas microbiolégicas associadas a
qualidade dos solos, especialmente na presenca do amendoim. Na auséncia de plantas,
microrganismos autotroficos nativos melhoraram a floculagdo de argilas. Os dados
obtidos sugerem que o processo de alteragcao da estrutura dos solos e residuo de mineragao
€ dependente da agdo das raizes de plantas, especialmente aquelas de sistema radicular
mais agressivo como das gramineas; enquanto que, na auséncia de plantas, a presenca de
microrganismos, principalmente autotréficos, alteram a micro e nanoestrutura do solo.

Palavras-chave: qualidade do solo, micorrizas, braquidria, raizes, agregados

INTRODUCAO

A qualidade do solo, tema frequente de pesquisas, ¢ definida como “a capacidade
de um tipo especifico de solo de funcionar dentro de seus limites naturais ou manejados,
para sustentar a produtividade vegetal e animal, manter ou melhorar a qualidade da dgua
e do ar e suportar a saide humana e habitacao” (Karlen et al., 1997).

Este estado de qualidade pode ser avaliado sob diferentes aspectos e
peculiaridades, e um dos principais enfoques desses estudos tem sido as caracteristicas
fisicas do solo (Vitodria et al., 2012; Lima et al., 2014; Ghiberto et al., 2015). A qualidade
fisica do solo tem relacdo direta com vérios fatores ambientais e antropicos decisivos para
0 manejo, visando a sustentabilidade de um sistema natural, agricola ou em recuperagao.
A recuperagdo da qualidade fisica, passa pela alteracdo da estrutura do solo que é

fundamental na recomposicdo das fun¢des ambientais, econdmicos e sociais de qualquer
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ambiente degradado, seja ele uma pastagem, dreas desertificadas, dreas impactadas pela
mineragdo, e outras.

Entre os aspectos envolvidos na avaliagdo da qualidade fisica do solo, a estrutura
tem sido frequentemente monitorada, por ser dindmica, responsiva a0 manejo € por
comandar vdrios processos importantes na manuten¢do das fungdes do solo tais como:
infiltracdo, conducdo e armazenamento de dgua, trocas gasosas, agregacao e estabilidade
de agregados, protecdo da matéria organica, dentre outros (Hunke et al., 2015). Portanto,
a estrutura € fundamental para a manutencdo e melhoria da sustentabilidade de um
agroecossistema, pois se relaciona com o fornecimento de 4dgua para as plantas, o
desenvolvimento das raizes e a resisténcia do solo a erosdo.

Um dos principais agentes promotores da melhoria da estrutura do solo sdo as
raizes. Elas atuam basicamente de duas maneiras: fisicamente formando um emaranhado
que envolve as particulas do solo, promovendo a aproximacgao de particulas minerais que
se unem por processos fisico-quimicos formando os agregados e, quimicamente liberando
substancias quimicas com capacidade ligante dentre as quais se destacam diversos
polissacarideos presentes na matéria organica (Oades, 1984, 1993).

Os microorganismos sao outros importantes agentes capazes de alterar a estrutura
do solo. Dentre eles, destacam-se os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que, em
associagdo com as plantas, promovem o crescimento vegetal e liberam substancias
cimentantes no solo, que auxiliam no processo de formacdo e estabilizacdo da estrutura
(Wright e Upadhyaya, 1996; Peng et al, 2013). Além dos FMAs, outra espécie
frequentemente estudada é a Piriformospora indica. Este fungo é um endossimbionte
biotréfico mutualista pertencente a ordem Sebacinales (Basidiomycota) que, de forma
semelhante aos FMAs tem sido relatada como importante para o desenvolvimento
vegetal. Outras caracteristicas relacionadas a P. indica sdo sua alta versatilidade para
colonizagdo vegetal, melhorias no desenvolvimento radicular, maior absor¢do de
nutrientes e aumento da resisténcia das plantas a doencas flingicas e virais (Gill et al.,
2016). Apesar dos estudos, poucos trabalhos buscaram avaliar o efeito dessa espécie
sobre as caracteristicas fisicas do solo.

A hipétese deste estudo € que a estrutura do solo pode ser alterada positivamente
com o uso de plantas associadas a fungos. Desta forma, objetivou-se avaliar o papel destes
microrganismos em associacdo com plantas na alteracdo da estrutura de solos e de residuo

de mineracao de ferro.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa. Trés experimentos foram conduzidos simultaneamente,
utilizando-se como substrato dois solos de textura argilosa e textura arenosa, € um residuo
de mineracdo de ferro de textura siltosa (Tabela 1). Os solos argiloso e arenoso foram
provenientes do horizonte B de um Latossolo Vermelho-Amarelo, de Vigosa — MG, e de
um Latossolo Vermelho-Amarelo, de Trés Marias — MG, respectivamente. O residuo de
beneficiamento de minério de ferro foi coletado na barragem Forquilha III, Unidade
Fébrica da Companhia Vale S.A., situada em Congonhas — MG.

Os trés experimentos foram conduzidos em delineamento em bloco cazualizados
com cinco repeti¢des, seguindo-se esquema fatorial 3 x 3 + 1, correspondendo a trés
condicdes de vegetacdo (braquidria, Brachiaria brizantha cv. Marandu; amendoim
forrageiro, Arachis pintoi e auséncia de plantas), trés condicdes de indculos (fungo
Piriformospora indica, mix com as espécies de FMA Rizophagus clarus,
Claroideoglomus etunicatum e Gigaspora albida, todos obtidos junto ao Departamento
de Microbiologia da UFV, e auséncia de inoculacdo) e um tratamento controle com
auséncia e plantas e indculo e sem adubagdo e corregao.

Como os trés substratos eram naturalmente pobres quimicamente (Tabela 1), foi
necessério realizar correcdes e adubacdes. A excecdo do controle, todos os demais
tratamentos foram corrigidos e adubados com fontes minerais. As doses de nutrientes
foram calculadas conforme recomendag¢des de Waugh e Fitts (1966) e Alvarez V. e
Ribeiro (1999). Para minimizar o efeito supressivo dos nutrientes sobre a colonizacdo das
plantas pelos fungos micorrizicos arbusculares (Moreira e Siqueira, 2006), as doses
prévias a instalagao e em cobertura foram reduzidas respectivamente, a 33 e 50% da dose
recomendada. Adubagdes em cobertura foram realizadas com ureia em sempre que as
plantas apresentassem sintomas de deficiéncia de N.

Antes da instalacdo do experimento, os substratos foram secos ao ar e passados
em peneira de malha de 2 mm para homogeneizacao dos agregados. Vasos pldsticos de 7
dm® foram preenchidos com 5,2 dm® de substrato. Apés a aplicagdo inicial de nutrientes
e corretivos, os substratos foram umedecidos e ficaram incubados por 20 dias até a
inoculagdo dos microrganismos e plantio das espécies vegetais. A inoculacdo foi efetuada
em orificios de 1 cm de profundidade. A espécie P. indica foi inoculada utilizando-se 12
discos de 1 cm de diametro de meio KM contendo estruturas do fungo e a inoculagdo do
mix com as espécies de FMA foi realizada adicionando-se 25 cm™ por vaso de areia

colonizada (aproximadamente 200 esporos totais/cm?).
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Tabela 1 — Caracteristicas naturais dos solos e substrato de mineracdo utilizado no

experimento
Substrato pH P K Ca®*Mg®AP*H+AISB t T V m P-rem
(H0) mgdm? cmol. dm™ (%) mg L
Argiloso 51 0513,6 0,5 0,0 0,7 48 0,61,253 11 54 13,9
Arenoso 51 03288 04 0,1 04 27 050933 16 42 328

Residuo de minera¢ao 5,0 9,113,6 0,8 00 00 04 080813 67 0 30,6

A semeadura das plantas foi realizada no mesmo e nos mesmos orificios utilizados
para a inoculag@o, no intuito de maximizar as chances de colonizacdo das plantas. No
plantio foram utilizadas 30 sementes da graminea ou 12 da leguminosa por vaso e, apds
o desbaste, manteve-se trés plantas de cada espécie. Nos tratamentos com a leguminosa,
além da inoculag¢do com fungos, também foi realizada a inoculac@o de rizébio (bactérias
isoladas a partir de plantas da propria espécie retiradas no campo) para garantir a
associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio.

Os experimentos foram conduzidos por 16 meses. Durante o cultivo, a umidade
dos substratos foi mantida em torno de 80% da capacidade de campo para se minimizar
o efeito dos ciclos de umedecimento e secagem sobre a estrutura dos substratos. Podas
frequentes na altura de 10 cm foram promovidas com o intuito de renovar o sistema
radicular das plantas, sempre que a graminea atingisse 50 cm e a leguminosa 30 cm de
altura, que representam aproximadamente 50% da altura maxima estimada. No caso do
amendoim forrageiro a altura de manejo foi calculada pelo comprimento dos ramos, uma
vez que a leguminosa tem habito de crescimento prostado. Apds cada poda, o material
vegetal foi seco em estufa a 65 °C, pesado e armazenado.

Ao final do experimento, as plantas foram cortadas rente a superficie dos
substratos e a parte aérea seca em estufa para a estimativa da massa seca. A densidade de
raizes (DSR) foi quantificada a partir de uma amostra indeformada coletada no centro do
vaso em anel cilindrico de aproximadamente 100 cm®. A producdo de massa seca da parte
aérea (MSP) foi determinada pelo somatdrio do material coletado durante as podas e ao
final do experimento.

A estimativa dos esporos totais (ESPT) foi realizada conforme Gerdemann e
Nicolson (1963) e Jenkins (1964). Amostras de 60 g do substrato foram agitadas em 2 L
de dgua por 1 min e passadas por peneiras de malha de 0,84 e 0,044 mm. O material retido
na menor peneira foi centrifugado a 1750 rpm por 5 min, ressuspendido com solugdo de
sacarose 50% e novamente centrifugado para a separacdo dos esporos, que foram

recolhidos no sobrenadante. O sobrenadante foi transferido para placas canaletadas para
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serem quantificado com o auxilio de lupa. Os valores foram expressos em niimero de
esporos por grama de solo.

Para avaliacdo da percentagem de coloniza¢do de raizes por micorrizas (COL),
amostras de raizes foram clareadas em solucio de KOH 10% a 90°C por 30 min e
acidificadas em HCI 2% por 10 min. Posteriormente, essas amostras foram aquecidas a
70 °C por 60 minutos em solucdo de azul de tripano em lactoglicerol 0,05% para
coloragdo das estruturas fungicas (Kormanik et al., 1980). Apds estes procedimentos,
fragmentos das raizes foram dispostos aleatoriamente sobre placas de Petri com linhas
quadriculadas (1 x 1 cm) onde as estruturas flingicas presentes nas intersecoes das linhas
foram contabilizas e determinaram a percentagem de colonizacdo de raizes (Giovannetti
e Mosse, 1980).

O carbono (CBM) e nitrogénio (NBM) da biomassa microbiana foram obtidos
pelo método da fumigagdo-extracdo, utilizando-se a irradiagdo em micro-ondas como
descrito por Islam e Weil (1998). A determinacao dos teores foi realizada de acordo com
Vance et al. (1987) e os dados foram expressos em pg g solo™'.

A respiracao basal foi obtida incubando-se amostras dos substratos (30,45 e 60 g
de solo base seca para os substratos argiloso, arenoso e estéril, respectivamente)
umedecidas em aproximadamente 80% da capacidade de campo em frascos de 0,6 dm?
lacrados. Nos frascos foram coletadas amostras gasosas sequenciais (24, 48, 72 e 96 h)
com o auxilio de uma seringa (60 mL) equipada com véalvula de chaveamento. Apds cada
coleta as atmosferas dos frascos foram homogeneizadas. Nas amostras gasosas foram
determinadas as concentracdes de CO- e C respirados pela biomassa microbiana, com o
equipamento Cavity Ring-down Spectrometer (CRDS, G2131-i, Picarro, Sunnyvale,
CA).

O quociente metabdlico (qCO2) que é a quantidade de C proveniente do CO
emitido pelo microrganismos por unidade de C da biomassa microbiana (CBM) foi

determinada conforme Anderson e Domsch (1993):

qCo, = =2 (D),

CBM
onde: gCO- é o quociente metabdlico (ug C-CO> mg CBM g solo h™'), RB é a respiragio
basal (ug C-CO» g solo” h') e CBM o carbono da biomassa microbiana (mg CBM g
solo™ ).

A determinacdo das caracteristicas fisicas foi realizada a partir de amostras dos
substratos coletadas no centro de cada vaso. A determinagdo de argila dispersa em dgua

(ADA), indice de dispersdo (ID), densidade do solo (DS), porosidade total (PT),
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macroporosidade (PMA) e microporosidade (PMI) seguiram os procedimentos descritos
em Embrapa (2011).

A estabilidade de agregados foi avaliada pelo método do impacto da gota, que
consiste em determinar a energia necessdria para romper um agregado submetido ao
impacto de gotas de d4gua que caem com mesma energia e frequéncia (McCalla, 1944).
Para isso agregados de tamanho entre 4,00 e 4,75 mm foram inicialmente pré-umedecidos
em mesa de tensdo a 10 kPa para eliminar variacdes na resisténcia decorrentes do
potencial matrico (Imeson e Vis, 1984). Posteriormente estes agregados foram colocados
em peneiras de malha de 2 mm e submetidos ao impacto de gotas de 5,9 mm de didmetro
que caiam na frequéncia de 1 s™'. Para se otimizar o tempo de andlise, a altura de queda
da gota foi de 0,75 m para o solo argiloso e de 0,30 m para os dois outros substratos. A
energia requerida para quebra de um agregado foi calculada como produto da frequéncia
e energia da gota pelo tempo:

E = (FG).(EG).t (2)

EG =% .mv? (3),

onde: E energia total gasta para quebra do agregado (J), FG € a frequéncia de queda da
gota (gotas s), EG é a energia, m é a massa (kg) e v a velocidade (m s™') de cada gota e ¢
o tempo que cada agregado resistiu. A alta variabilidade observada em testes preliminares
exigiu o uso de dez agregados por amostra e a elabora¢do de um indice que contemplasse
a resisténcia do conjunto de agregados sendo definido o limite de energia de 10 J (Angulo
et al., 1984):

e
10et

IEA = 4),

onde: /EA € o indice de estabilidade de agregados, e € a energia que cada agregado resistiu
e et a energia total limite estabelecida do teste (10 J).

Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia considerando o fatorial
duplo para estudo do efeito das plantas e indculos avaliados. Em uma primeira avaliacdo
utilizou-se teste de Dunnett (p<0,05) para a comparar as médias dos tratamentos com o
controle. Posteriormente em uma segunda avaliagdo excluiu-se os controles e procedeu-
se a andlise somente com os tratamentos. Neste caso, analisou-se o efeito da interacdo de

planta e indculo, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparacoes com o tratamento controle

Nesta andlise o objetivo foi avaliar, dentro de cada substrato, o efeito do uso de
plantas e indculos sobre as caracteristicas analisadas em comparagdo ao tratamento
controle que ndo recebeu planta, in6culo e nem nutrientes (Tabela 2). No experimento
com residuo de mineracdo, o amendoim forrageiro desenvolveu-se apenas nos cinco
meses iniciais, ainda assim, os respectivos vasos foram conduzidos até o final dos
experimentos e avaliados conforme os demais. Por este motivo, caracteristicas
fitotécnicas ou dependentes de material vegetal, ndo foram avaliadas para o amendoim
forrageiro no experimento com residuo de mineragdo.

Efeitos dos tratamentos sobre os teores de carbono da biomassa microbiana
(CBM) foram mais expressivos no substrato argiloso, ndo se verificando efeito na
presenca de plantas inoculadas com mix-FMA e sem inoculagdo (Tabela 2). No substrato
arenoso, houve incrementos dessa varidvel quando da utilizacdo do amendoim e auséncia
de plantas associada com a inoculacdo de mix-FMA (P2_IN2 e S/P_IN2), bem como na
auséncia de plantas e inoculagdao (S/P_S/IN). No residuo de mineracdo, variacdes em
relacdo ao controle foram associadas a reducao de CBM na auséncia de plantas com mix-
FMA (S/P_IN2) e incremento de CBM na auséncia de plantas e inoculagao (S/P_S/IN).
Os teores de nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) praticamente ndo foram afetados
pelos tratamentos nos substratos arenoso e no residuo de mineracao. Aumento dos valores
de NBM foram verificados com os tratamentos no substrato argiloso, salvo quando da
utilizagc@o das duas plantas avaliadas com o mix-FMA (P1_IN2 e P2_IN2).

No geral, o teor de CBM foi incrementado na auséncia de plantas nos trés substratos. A
expectativa era houvesse um aumento dessa varidvel na presenca de plantas e, ou de
aporte de material vegetal, como normalmente verificado na literatura (Aratjo e Melo,
2010; Silva et al., 2010). Contudo, dois fatores podem explicar o ocorrido. O primeiro €
desenvolvimento de microrganismos autotroficos (algas e cianobactérias) na auséncia de
plantas, em funcdo da maior disponibilidade de luz e nutrientes. A presenca destes
microrganismos foi constatada visualmente e por andlises de sequenciamento de DNA
(dados ndo apresentados) e pode ter contribuido para a elevacdo dos teores CBM na
auséncia de plantas. O segundo € a competicdo entre plantas e microrganismos por
nutrientes, especialmente P, nos tratamentos com plantas. Como o P pode ser o nutriente
mais limitante para o desenvolvimento da biomassa microbiana (Fanin et al. 2015), a

referida competicao nesses tratamentos pode ter prejudicado a atividade microbiana, dada
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Tabela 2 — Caracteristicas fisicas e microbioldgicas em resposta ao uso de diferentes

plantas e indculos em substratos com diferentes texturas

CBM NBM ESPT qCO; ADAa PT IEA
Tratamentos (esporos (ng €-CO:
(ug g solo™) mg CBM (%) m*m3 -
g solo™!)
g soloh™)

Substrato argiloso

Controle 57,45 4,9 20,7 2,22 0,14 0,550,159
P1_IN1  208,52*  28,95%* 3733,6* 1,87  18,3* 0,57 0,543*
P1_IN2 150,35 13,64 7676,8* 2,12 227* 0,60 0,461%*

P1_S/IN 144,12 31,48* 5252,8* 2,34 23,2% 0,570,299
P2_IN1  388,12*  27,21* 1082.,4 0,48 23* 0,570,241

P2_IN2 115,66 10,7 841,9 1,96  19,8% 0,57 0,29
P2_S/IN 124,61 21,22% 584,8 1,55 21,5% 0,580,211
S/P_IN1  310,25%  25,56* 105,2 0,96 14,9* 0,590,186
S/P_IN2  492,20*%  30,76* 78,8 0,33* 5,84 0,58 0,266
S/P_S/IN  256,38*  34,46* 55,2 0,66* 14,6* 0,600,192

DMS 145,45 13,24 1583,1 1,39 7,51 -0,237
Substrato Arenoso

Controle 49,37 7,76 41,6 2,08 3,12 0,470,144

P1_IN1 108,06 8,95 3598.,4 1,38 2,28 0,450,224

P1_IN2 138,1 8,16 6190,0* 0,9 2,64 0,470,330
P1_S/IN 137,95 8,65 11949,6* 1,27 2,62 0,48 0,299

P2_IN1 78,28 4,61 903,2 1,75 2,61 0,430,242

P2_IN2  299,13* 8,25 1097.,6 041 2,88 0,470,215
P2_S/IN 46,59 10,17 825.9 2,68 248 0,430,228
S/P_IN1 112,34 11,10 122,4 0,90* 2,86 0,450,117
S/P_IN2  185,81* 9,89 66,4 0,51*% 2,57 0,470,106
S/P_S/IN  197,48* 10,17 52,0 0,56* 2,33 0,46 0,125

DMS 103,7 - 4675,0 1,39 - - _




CBM NBM ESPT qCO: ADAa PT IEA

C-CO
Tratamentos (esporos (ng ?
(ug g solo™) mg CBM (%) m® m? -
g solo™!)
g solo h™)

Residuo de mineracao

Controle 84,04 3,85 1305,6 1,10 0,37 0,42 0,127
P1_IN1 84,35 4,38 923,2 0,12 0,45 0,46 0,210
P1_IN2 78,82 3,36 963,2 0,18 0,58 0,47 0,452%
P1_S/IN 69,20 3,74 1848,8* 0,10 0,56 0,52* 0,321
P2_IN1 79,61 7,15 139,2* 0,35 1,56* 0,49% 0,133
P2_IN2 119,23 6,37 58,4* 0,21 1,45* 0,50*0,113
P2_S/IN 80,79 14,03* 72,4%* 0,43 1,51* 0,48* 0,105
S/P_INI1 48,01 4,29 120,0* 0,30 1,01 0,49* 0,121
S/P_IN2 34,78* 3,93 41,4* 1,13 0,74 0,46 0,180
S/P_S/IN  147,88* 8,71°* 116,8* 0,21 0,66 0,50* 0,058
DMS 45,91 3,86 461,5 - 0,78 0,07 0,198

(*) contrastes em relagdo ao controle com diferencas minimas significativas (DMS) pelo
teste de Dunnett (p<0,05). Reducdo em relacdo ao controle sao indicadas por valores de
médias sublinhadas. Controle: tratamento sem plantas, inculos e adi¢do de nutrientes.
Efeito de plantas: P1: braquidria; P2: amendoim forrageiro e S/P: auséncia de plantas.
Efeito de indculos: IN1: Piriformospora indica; IN2: mix com fungos micorrizicos
arbusculares (mix-FMA) e S/IN: auséncia de indculos. CBM: carbono da biomassa
microbiana; NBM: nitrogénio da biomassa microbiana; ESPT: nimero de esporos totais;
qCOz: quociente metabdlico; ADA: argila dispersa em dgua; ID: indice de dispersdo;
IEA: indice de estabilidade de agregados e PT: porosidade total.

a reducdo das doses e actimulo de nutrientes nos tecidos vegetais, que inclusive foram
retirados apos as podas. Incrementos dos teores de NBM também foram verificados no
solo argiloso na auséncia de plantas pelos mesmos possiveis motivos apresentados para
CBM. Outros incrementos de NBM nesse mesmo solo foram verificados com o uso de
ambas as plantas sem inoculacdo ou inoculadas com P. indica.

O quociente metabdlico (¢COz) foireduzido na auséncia de plantas nos substratos
argiloso e arenoso, ndo sendo afetado no residuo de mineracdo. A unica excec¢do foi o
tratamento sem plantas com inoculagdo com P. indica no substrato argiloso (S/P_INT),
que ndo diferiu do controle quanto aos valores de gCO:. Os resultados obtidos sugerem
que a microbiota presente nos tratamentos sem plantas possuia melhor efici€éncia na

metabolizagdo do C (Gomez et al., 2009; Garcia-Orenes et al., 2010; Hu et al., 2011) e
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corroboram a indicagdo da presenca de microrganismos autotroficos nesses tratamentos
que sdo os mais capazes de se desenvolver adequadamente nesse tipo de situacdo.

O ntimero de esporos totais (ESPT) foi incrementado na presenca da braquidria
nos substratos argiloso e arenoso, salvo quando se inoculou com P. indica no solo
arenoso. Por outro lado, no residuo de mineragdo predominou a reducdo de ESPT nos
tratamentos com amendoim e sem plantas, com nimero de esporos estatisticamente igual
ao controle na presenca da braquidria. Embora ambas as plantas utilizadas sejam
consideradas micotréficas (Angelini et al., 2012), os resultados indicam melhor
desempenho da braquidria na produgdo de esporos. Além disso, o fato de o amendoim
ndo ter se desenvolvido durante todo o experimento, pode ter contribuido para a reducao
do nimero de esporos neste substrato. O maior valor de ESPT no controle do residuo de
mineragdo pode estar relacionado com esporos oriundos das dreas adjacentes a bacia de
deposi¢ao e que permaneceram dormentes pela falta condi¢des quimicas adequadas a
germinacdo (Moreira e Siqueira, 2000).

Os tratamentos afetaram a dispersao de argila no substrato argiloso. Os valores de
argila dispersa em dgua (ADA) foram incrementados em relacdo ao controle nesse solo,
a excecdo do tratamento sem planta e inoculagdo com mix-FMA (S/P_IN2) e P. indica
(S/P_INT). Os incrementos de ADA podem estar mais associados aos efeitos dispersivos
de corretivos e nutrientes (Spera et al., 2008; Auler et al., 2017) do que as altera¢cdes na
estrutura promovidas pelos tratamentos. Adicionalmente, os baixos teores ADA no
controle desse substrato revelam seu alto estado de floculagao natural, coerente com o
horizonte subsuperficial que naturalmente possui pequena quantidade de cargas, baixa
atividade da argila e predominio do Al no complexo de troca (Ferreira, 2010). No
substrato arenoso, os tratamentos ndo afetaram a dispersdo de argilas. Por outro lado, no
residuo de mineracao foram verificados incrementos de ADA na presenca do amendoim.
Entretanto, os baixos teores de argila total desse substrato, variando entre 0,37 a 1,56 %,
indicam baixa relevancia pratica nos valores de ADA.

A porosidade total (PT) ndo foi afetada nos solos arenoso e argiloso. No residuo
de mineracao verificou-se elevacdo do volume de poros na maioria dos tratamentos, a
excecao da braquidria inoculada (P1_IN1 e P1_IN2), bem como na auséncia de plantas e
inoculacdo com mix-FMA (S/P_IN2). As varia¢cdes observadas na porosidade total sdo
de dificil explicacdo, pois ndo possuem uma relacdo coerente com o efeito de plantas e,
ou indculos.

Os tratamentos afetaram pouco a estabilidade de agregados nos trés substratos

utilizados. No solo argiloso, a agregacdo foi incrementada apenas com o uso de braquidria
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inoculada (P1_IN1 e P1_IN2) e, no residuo de minera¢ido, o mesmo efeito foi observado
somente com braquidria inoculada com mix-FMA (P1_IN2). No substrato arenoso o
indice de estabilidade de agregados (IEA) ndo foi afetado. Esses efeitos mais limitados
foram todos associados a braquidria inoculada, indicando a importancia da acdo conjunta
dos fatores planta e microrganismo sobre a estrutura do solo. O papel desses fatores da-
se pela acdo mecanica sobre as particulas minerais que sdo deslocadas pelo crescimento
e absor¢do de dgua e nutrientes efetuado por raizes, hifas flingicas e até mesmo bactérias
e, pela acdo quimica deste agente, via liberacdo de polimeros com propriedades ligantes

(Dorioz et al., 1993; Leifheit et al., 2014; Wu et al., 2014)

Comparacio entre tratamentos: efeito de planta

Nio se verificou efeito da interacdo entre as fontes de variacdo planta e indculo
nas caracteristicas percentagem de colonizacdo de raizes (COL), densidade de raizes
(DSR), quociente metabdlico (¢CO:), massa seca de plantas (MSP), volume de
macroporos (PMA), argila dispersa em dgua (ADA) e indice de estabilidade de agregados
(IEA). Por outro lado, e, para essas mesmas varidveis, verificou-se efeito das plantas
utilizadas dentro de cada substrato (Figuras 1 e 2).

A percentagem de colonizagdo de raizes no solo arenoso foi maior com o uso de
braquidria (COL = 66,7 %) do que com amendoim (COL = 41,9 %), nao se verificando
diferencas no solo argiloso (Figura 1A). A graminea também apresentou vantagens em
termos das caracteristicas fitotécnicas producdo de massa seca e densidade de raizes nos
dois solos. Na comparacdo com o amendoim, o uso da braquidria proporcionou
incrementos de 44,6 e 55,3 % nos valores de DSR (Figura 1B) e de 38,5 e 52,5 % nos
valores de MSP (Figura 1C) para os substratos argiloso e arenoso, respectivamente. As
plantas de amendoim ndo se desenvolveram no residuo de mineracdo, onde apenas a
braquidria foi capaz de se estabelecer, dessa forma e como mencionado anteriormente,

nao ha dados relacionados as caracteristicas fitotécnicas.
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Figura 1 — Efeito do uso de diferentes plantas sobre as caracteristicas microbioldgicas e
fitotécnicas em diferentes substratos (argiloso, arenoso e residuo): COL:
percentagem de colonizacdo (A), DSR: densidade de raizes (B), MSP: massa
seca de plantas (C), gCO>: quociente metabdlico microbiano (D). Médias
seguidas por mesma letra dentro de cada substrato nao diferem pelo teste de

Tukey (p=<0,05).

Os resultados de colonizacdo de raizes nao corroboram outros estudos que
indicam maior micotrofia para leguminosas em relagdo as gramineas (Miranda et al.,
2010, 2016). Dois fatores podem ser considerados para explicar esses resultados. Por um
lado, o melhor desenvolvimento da braquidria nos vasos, como indicado pelos valores de
MSP e DSR, podem ter contribuido para a maior coloniza¢io da graminea. Contudo, ndo
pode ser descartada a importancia da colonizagdo para o desenvolvimento das plantas e,
desta forma, uma maior colonizacdo pode ter contribuido para um melhor
desenvolvimento da graminea.

Diferencas em termos de quociente metabdlico (¢qCO-) foram verificadas apenas
no substrato argiloso, no qual o uso da braquidria incrementou os valores de gCO:2 em
37,0 e 69,2% em relagdo ao uso do amendoim e da auséncia de plantas, respectivamente
(Figura 1D). Essa varidvel € associada ao estresse da microbiota total do solo, que foi
incrementado com a presenca da braquidria. No caso do uso do amendoim e na auséncia

de plantas, o estresse foi menor possivelmente e respectivamente, pelas melhores
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Figura 2 — Caracteristicas fisicas de diferentes substratos (argiloso, arenoso e residuo):
PMA: macroporosidade (A), ADA: argila dispersa em 4gua (B), IEA: indice
de estabilidade de agregados (C). Médias seguidas por mesma letra dentro de

cada substrato nao diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

condi¢cdes em funcdo da presenca de uma planta fixadora de nitrogénio e pelo
desenvolvimento de grupos autotr6ficos. O menor estresse nos vasos sem plantas pode
ser associado a boas condi¢des para o desenvolvimento de algas e cianobactérias
proporcionadas pela maior disponibilidade de nutrientes e luz. Vale ressaltar que os
valores de gCO: indicam as condi¢des enfrentadas por toda a microbiota do solo e nio
necessariamente refletem a situagdo enfrentada pelo grupo dos microrganismos
inoculados.

As caracteristicas fisicas foram pouco influenciadas pelos tratamentos depois dos
16 meses de cultivo. O processo de peneiramento e a homogeneizacdo do tamanho dos
agregados para o preenchimento dos vasos (=2 mm) pode ter dado certa uniformidade ao
substrato onde as plantas se desenvolveram. Algumas diferencas foram verificadas nas
varidveis macroporosidade (PMA), argila dispersa em &4gua (ADA) e indice de
estabilidade de agregados (Figura 2).

Os valores de PMA e ADA foram apenas e pouco afetados no substrato arenoso e

no residuo, respectivamente. Por sua vez, o indice de estabilidade de agregados (IEA) foi
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incrementado pela braquidria nos trés substratos (Figura 2C). Os incrementos de
agregacdo com a braquidria superaram o obtido com o amendoim e auséncia de plantas
em 43,1 e 50,7% no substrato argiloso, respectivamente. No caso do residuo, esse
incremento superou em mais de 63 % a agregacdo obtida com os demais tratamentos,
sendo que o amendoim foi cultivado por cerca de cinco meses. Esse resultado indica o
efeito estruturador das raizes da braquidria (Péres et al., 2013), sendo também reflexo da
maior produ¢do de raizes dessa graminea, como indicado pelos valores de DSR (Figura
1B). Uma interessante observacao verificada por ocasido da andlise da estabilidade de
agregados foi a presenca de raizes dentro dos agregados dos substratos cultivado com a
braquidria, indicando a contribui¢io da regido da rizosfera no processo de agregacdo do
solo. Essa é uma caracteristica que deveria ser melhor explorada em processos de
recuperacdo de areas alteradas, sendo importante a reavaliagdo da restricdo de uso de

plantas exdticas em praticas de remediagdo adotada por 6rgaos ambientais.

Comparacao entre tratamentos: efeito de inéculo

A fonte de variacdo indculo afetou as varidveis percentagem de colonizacdo de
raizes (COL) e massa seca de plantas (MSP) nos substratos arenoso e residuo,
respectivamente (Figura 3). O indculo mix-FMA incrementou a COL e MSP em 28,4 e
18% em relagdo ao P. indica, mas ndo diferiu da auséncia de indculo. Os resultados
observados demonstram que a simbiose de maior eficiéncia ocorreu com as micorrizas
arbusculares, embora a espécie P. indica seja considerada promotora de crescimento
vegetal (Qiang et al., 2012; Varma et al., 2012; Gill et al., 2016).

A capacidade de estimulo ao crescimento vegetal por fungos micorrizicos
arbusculares esta relacionada diretamente ao sucesso da simbiose que, consequentemente,
depende do microbionte (fungo) e do hospedeiro (planta). Em relacdo ao fungo, os
principais fatores relacionados a este processo sdo taxa de germinacdo, colonizagdo,
crescimento, capacidade de absorcdo de dgua e nutrientes pelas hifas além de outros
fatores como dorméncia e capacidade de esporulagdo. Com relacdo as plantas, dentre os
fatores destacam-se, susceptibilidade a colonizagdo, taxa de crescimento, tipo e drea de
superficie radicular, pelos radiculares, demanda e taxa de absor¢do de nutrientes,

suscetibilidade a estresse e doencgas dentre outros (Moreira e Siqueira, 2006).

61



A 80 7 a B 72 7
ab ~ a ab
= b=
— o
S b H 248
8 40 - &
O %24 -
=
0 Bl T T | O - K T T 1
Argiloso Arenoso Residuo Argiloso Arenoso Residuo
B P. indica OMix-FMA 0O S/in6culo B P. indica OMix-FMA O S/inéculo

Figura 3 — Efeito da inoculacdo sobre percentagem de colonizacdo de raizes (A) e massa
seca de plantas (B). Comparacdes entre indculos efetuada por teste de Tukey

(p<0,05).

Uma vez estabelecida a simbiose, dentre as vantagens adquiridas pelas plantas
destacam-se: maior absor¢ao de dgua e nutrientes, em especial P e micronutrientes;
melhor balango nutricional; altera¢des bioquimicas e fenoldgicas; tolerancia a estresses
bidticos e abidticos; além de fatores indiretos como melhoria na agregacao do solo (Costa
et al., 2010; Folli-Pereira et al., 2012; Lehmann et al., 2014; Leitheit et al., 2014; Augé et
al., 2015; Rillig et al., 2015; Bennett et al., 2017)

Comparacao entre tratamentos: interacao inéculo x planta

Para as varidveis C e N da biomassa microbiana (CBM e NBM), quociente
metabdlico (¢CO:), nimero de esporos totais (ESPT) e argila dispersa em dgua (ADA)
verificou-se efeito da interacao planta vs indculo (Tabela 3).

Nao se verificou efeito das plantas no teor de CBM na auséncia de in6culo no
substrato argiloso e na presenca do P. indica e nos demais substratos. Incrementos de
CBM proporcionados pelo amendoim ocorreram quando se inoculou P. indica no
substrato argiloso, embora ndo tenha diferido da auséncia de plantas. Incrementos da
mesma variavel também foram verificados quando se utilizou amendoim associado com
mix-FMA nos demais substratos, sendo que no residuo ndo diferiu do tratamento com
braquidria. Por outro lado, a auséncia de plantas elevou os teores de CBM na presenca do
mix-FMA no substrato argiloso e na auséncia de indculo nos demais substratos, indicando
que nestes casos, o uso de plantas ndo foi eficiente em promover o desenvolvimento da
microbiota do solo. Nao houve efeito de indculos na presenca da braquidria. Os
incrementos de CBM proporcionados pelos indculos foram associados: a aplicacdo de P.
indica na presenca do amendoim no substrato argiloso e com o uso do mix-FMA tanto na

auséncia de plantas no substrato argiloso como associado ao amendoim no substrato
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Tabela 3 — Caracteristicas microbioldgicas e fisicas avaliados em diferentes substratos

em resposta ao efeito do uso de plantas e in6culos

Braquidria Amendoim S/planta

CBM (ug g solo™)

Argiloso
P. indica 208,52(51,2) b 388,12(68,7) Aa 310,25(26,91) Bab
Mix - FMA 150,35(10,8) b 115,66(26,8) Bb  492,20(39,31) Aa

S/in6culo 144,12(39,4) 124,61(24,5) B  256,38(53,01) B
Arenoso
P. indica 108,06(18,0) 78,28(6,66) B 112,34(17,11)

Mix - FMA 138,1(14,4) b 299,13(57,39) Aa 185,81(38,28) b
S/in6culo 137,95(30,9) ab 46,59(4,55) Bb 197,48(37,31) a

Residuo
P. indica 84,35(2,3) 79,61(4,68) 48,01(5,44) B
Mix - FMA 78,82(6,6) ab 119,23(10,97) a 34,78(10,04) Bb
S/in6culo 69,2(2,2) b 80,79(10,27)b  147,88(29,80) Aa
NBM (pg g solo™)
Argiloso
P. indica 28,95(4,9) A 27,21(5,7) A 25,56(3,11)
Mix - FMA 13,64(2,4) Bb 10,70(1,7) Bb 30,76(7,17) a
S/in6culo 31,48(2,5) Aab  21,22(3,6) ABb  34,46(3,97) a
Residuo
P. indica 4,38(0,4) 7,15(0,68) B 4,29(0,97) B
Mix - FMA 3,36(0,8) 6,37(0,96) B 3,93(0,94) B
S/in6culo 3,74(0,7) ¢ 14,03(2,01) Aa 8,71(1,01) Ab
qCO: (ug C-CO: mg CBM g solo h)
Arenoso
P. indica 1,38(0,4) ab 1,75(0,35) Ba 0,89(0,16) b
Mix - FMA 0,90(0,2) 0,41(0,14) C 0,51(0,05)
S/in6culo 1,27(0,3) b 2,68(0,32) Aa 0,56(0,06) b
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Braquidria Amendoim S/planta
qCO2 (ug C-CO2 mg CBM g solo h™)
Residuo
P. indica 0,79(0,1) 1,71(0,10) 1,54(0,06) B
Mix — FMA 1,48(0,1) b 0,84(0,07) b 3,82(0,07) Ba
S/inéculo 1,48(0,1) 1,80(0,06) 8,26(0,03) A
ESPT (esporos g solo™)
Argiloso
P. indica  3733,6(1074,8) Ba 1082,4(291,5) b 105,2(46,1) b
Mix - FMA  7676,8(565,0) Aa 841,9(138,2) b 78,8(20,5) b
S/in6culo 5252,8(824,2) Ba  584,8(177,8) b 55,2(7,4) b
Arenoso
P. indica 3598,4(997,9) B 903,2(211,2) 122,4(35,9)
Mix — FMA 6190(646,2) Ba 1097,6(248,4) b 66,4(20,7) b
S/inéculo  11950(3932,6) Aa  825,9(197,7) b 52,0(6,6) b
Residuo
P. indica 923,2(132,6) Ba  139,2(26,67) b 120,0(12,07) b
Mix — FMA 963,2(218,4)Ba  58,4(19,12) b 41,4(57,72) b
S/in6culo 1848,8(306,7) Aa 72,4(8,45) b 116,8(20,45) b
ADA (%)
Argiloso
P. indica 18,25(2,7) ab 23,02(1,5) a 14,89(4,99) Ab
Mix - FMA 22,72(2,0) a 19,81(2,8) a 5,84(2,61) Bb
S/in6culo 23,16(1,4) a 21,45(1,9) ab 14,62(4,52) Ab

Letras maidsculas comparam a fonte de variacdo indculo na coluna e minusculas, planta
na linha pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores entre paréntesis representam o erro padrao
da média. CBM: carbono da biomassa microbiana; NBM: nitrogénio da biomassa
microbiana; ESPT: numero de esporos totais; qCO2: quociente metabdlico microbiano;
ADA: argila dispersa em dgua.

arenoso. Uma observacao interessante no residuo de minera¢@o foi o maior teor de CBM

associado a auséncia de plantas, resultado que somente pode ser explicado pela

contribuicao da microbiota nativa, principalmente a autotréfica.

As plantas afetaram os teores de NBM apenas nos substratos argiloso e no residuo.

Nao se verificou efeito de plantas quando da inoculagdo com P. indica. no substrato

64



argiloso e dos dois indculos no residuo de mineracdo. Os maiores teores de NBM no
substrato argiloso foram observados na auséncia de plantas associada a microbiota nativa
e a inoculacdo com mix-FMA. No residuo, os maiores teores de NBM foram observados
com onde houve a leguminosa na auséncia de in6culo. A ndo adicdo de indculos
proporcionou maiores teores de NBM no substrato argiloso em ambas as plantas, e
quando associado a leguminosa ou a auséncia de plantas no residuo (condigdes de certo
modo similares pelo tempo de cultivo da leguminosa). Maiores teores dessa varidvel
também foram verificados com o uso de P. indica no substrato argiloso na presenca de
plantas.

O quociente metabdlico (¢COz) foi influenciado pelos tratamentos nos substratos
arenoso e residuo. No substrato arenoso ndo se verificou efeito de plantas quando o
indculo mix-FMA foi utilizado e os maiores teores de ¢gCO> foram associados ao uso do
amendoim e da braquidria com inoculagdo de P. indica. Por outro lado, no residuo efeito
das plantas foi observando apenas na presen¢a do mix-FMA, havendo redugao de ¢CO>
com uso das plantas. Efeitos de in6culos foram observados apenas na presenca do
amendoim no substrato arenoso e na auséncia de plantas no residuo. Nos dois casos, os
inéculos reduziram o gCO; nos dois substratos.

O ndmero de esporos totais (ESPT) foi afetado pelos tratamentos nos trés
substratos avaliados. Maiores valores de ESPT foram associados ao uso da braquidria
independentemente do indculo utilizado, salvo com a inoculacao de P. indica no substrato
arenoso. Efeito de indculos somente foram verificados com o uso da braquidria, com
maiores valores associados a inoculagdo com mix-FMA no substrato argiloso e com a
microbiota nativa nos demais substratos.

Efeito dos tratamentos na caracteristica argila dispersa em dgua (ADA) somente
foi verificado no substrato argiloso. A presencga de plantas aumentou a dispersao de argila
independentemente do uso ou nio de indculos. Por outro lado, efeito de indculos foi
restrito a auséncia de plantas, onde a inoculagdo com mix-FMA reduziu os valores de
ADA.

Os resultados apresentados previamente indicam melhor qualidade do solo
associado as caracteristicas CBM, NBM e gCO: com o uso de amendoim em comparagao
com a braquidria, mesmo que melhores valores dessas varidveis tenham sido também
observados na auséncia de plantas, especialmente para CBM e o gCO:. Neste caso e
também como ji discutido previamente, a presenc¢a de microrganismos autotréficos na
auséncia de plantas durante a conducdo do experimento pode ter contribuido para com a

elevagdo dos valores de CBM e redugdo do gCO:. Apesar de ndo ter sido foco principal
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do estudo, o efeito destes microrganismos deve ser considerado uma vez que eles
apresentam importante papel na fixagdo de C no solo, especialmente na auséncia ou
restricdo de vegetacdo (Guo et al., 2015). Essa microbiota foi favorecida, uma vez que a
auséncia de plantas permite maior incidéncia de luz e maior disponibilidade de 4dgua e
nutrientes (Davies et al., 2017). Por sua vez, os beneficios do uso do amendoim em
relacdo a graminea podem ser associados a sua capacidade de fixacdo de N, o que permite
aporte ao solo de compostos mais ricos em N e de mais ficil decomposi¢do (Breulmann
et al., 2012).

Os resultados observados sugerem viabilidade de uso dos indculos avaliados nos
substratos argiloso e arenoso, como indicado pelas respostas positivas nas caracteristicas
CBM, NBM e ¢gCO:. Por outro lado, € verdade que, em alguns casos, a auséncia de
inéculos também proporcionou bons resultados dessas mesmas varidveis. Por sua vez, o
uso de indculos ndo resultou em melhorias nas caracteristicas microbiol6gicas quando do
uso de residuo de mineragdo, exceto para o gCOz, que foireduzido com a inoculagdo com
P. indica e mix-FMA. Os dados coletados demonstram nao ter havido boa adaptagao dos
microrganismos inoculados em relacao a microbiota nativa neste residuo, tendo em vista
se tratar de um meio indspito, onde o desenvolvimento de microrganismos € restringido.

Uma das possibilidades de comprometimento do desenvolvimento de FMAs em
areas perturbadas por mineragdo pode ser a presenca de metais pesados (Yang et al.,
2017). Além disso, a prépria natureza do substrato, pobre em nutrientes e carente de boa
estrutura, dificulta o crescimento de microrganismos, sendo verificada frequentemente
vantagem da microbiota nativa (que muitas vezes coloniza naturalmente &dreas de
deposicao de residuo) sobre a exdtica nestas situagdes. Quando da ocorréncia de metais
pesados, essa vantagem decorre da maior eficiéncia e, ou capacidade dos grupos nativos
promoverem a biossor¢do, bioprecipitacio, sequestro, transporte e, ou quelagdo, o que
ameniza ou anula o efeito de elementos toxicos (Haferburg e Kothe, 2007).

Por outro lado, e considerando ainda as caracteristicas microbiolégicas, o nimero
de esporos totais aumentou com o uso da braquidria, resultado corroborado pela
percentagem de colonizacio (Figura 1A), o que indica preferéncia ou maior sucesso de
colonizagdo na graminea, muito embora ambas as plantas avaliadas sejam consideradas
micotréficas. Em relagdo aos indculos, maior eficiéncia somente foi verificada com a
utilizagdo do mix-FMA no substrato argiloso, enquanto nos demais substratos, as espécies
nativas de FMA promoveram maior produ¢do de esporos.

No geral, maior resposta dos indculos quanto as caracteristicas microbioldgicas

avaliadas foram obtidas no substrato argiloso, o que pode ser associado ao efeito da
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textura no desenvolvimento dos microrganismos. Esse efeito, j4 observada em outros
estudos, tem relacdo com outras propriedades do solo comandadas pela textura, tais como
disponibilidade de dgua, nutrientes e ar; acimulo de matéria organica, dentre outros
(Kaiser et al.,, 1992; Bach et al., 2010; Chau et al., 2011). Assim, o melhor
desenvolvimento da microbiota nativa nos substratos arenoso e residuo pode ser
associado as condi¢des adversas ao crescimento microbiano impostas pela textura para
grupos exaticos, que neste caso favoreceram os microrganismos nativos.

A associacdo inversa entre os teores de argila dispersa em dgua e carbono da
biomassa microbiana (r = -0,70, p<0,05) no substrato argiloso (Tabela 3) sugere que
microrganismos podem desempenhar um papel importante na melhoria das caracteristicas
fisicas do solo. Os menores valores de ADA estiveram associados aos tratamentos sem
plantas, indicando ter sido esse efeito decorrente da acdo exclusiva dos microrganismos
presentes, uma vez que eram os Unicos agentes com potencial de alteracdo da estrutura.
Dentre esses microrganismos destacam-se, como ja indicado previamente, 0os grupos
autotréficos, que elevaram os teores de CBM. Nossos resultados corroboram o estudo de
Magqubela et al. (2009), que verificaram que a inoculagdo de cianobactérias em solos
promoveu o incremento dos teores de C e N e maior estabilidade de agregados,
especialmente na auséncia de plantas.

A comparacdo entre os resultados de IEA (Figura 2C) e ADA (Tabela 3) do
substrato argiloso indica que os incrementos na estabilidade de agregados foram
promovidos com o uso da braquidria, enquanto que as reducgdes nos teores de argila
natural ocorreram na auséncia de plantas provavelmente associada com o0s
microrganismos autotréficos que se desenvolveram nestes tratamentos. Esta constatacdo
sugere a atuacdo duas vias de alteracdo da estrutura do solo. Uma na presenga de plantas
nos trés substratos avaliados, promovida essencialmente pelas raizes da graminea, que
apresentaram atuacdo marcante na formacdo de meso e macro agregados, e outra na
auséncia de plantas e em substrato argiloso, promovida por grupos de microrganismos
autotréficos que, embora ndo inoculados, desenvolveram-se bem em funcdo das
condi¢cdes ambientais oferecidas e atuaram sobre nano e micro agregados reduzindo a

argila dispersa em 4gua.
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CONCLUSOES

Melhoria na qualidade do solo com o uso dos inéculos Piriformospora indica e o
mix de espécies de FMA estdo associados as caracteristicas microbioldgicas
principalmente na presenca do amendoim forrageiro.

Incrementos na estabilidade de meso e macro agregados dos substratos utilizados
sdo proporcionados pela acdo de raizes de plantas, em especial braquidria.

Na auséncia de plantas, melhorias na floculacao de argilas podem ser promovidas

por microrganismos autotréficos nativos.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos na avaliagdo de campo das forrageiras indicam que elas
apresentam potencial diferenciado de alteracdo de propriedades do solo e, embora a
diversidade de fungos seja similar nas diferentes espécies avaliadas, existem variagdes
quanto a importancia dos grupos associados a cada espécie.

Os capins Mombaga, Colonido, Cameron, Marandu, Xaraés, Massai, Tanzania,
Puerdria e Andropogom sdo associados as melhorias dos teores de carbono organico no
solo, as forrageiras Amendoim, Decumbens e Humidicola apresentam maior potencial
para a recuperacao fisica e a leguminosa estilosantes apresenta potencial de melhorias no
status de nutrientes do solo. As caracteristicas que mais discriminam os efeitos do cultivo
de forrageiras na qualidade do solo sdo: os teores de glomalina total e de Ca trocavel; a
densidade do solo. Os grupos de fungos mais importantes no solo das diferentes
forrageiras pertencem a ordem Mortierellales e a familia Nectriaceae, embora outros
grupos também importantes estejam presentes, mas que nio foram identificados em niveis
taxondmicos mais especificos.

Apesar das diferencas observadas, no contexto geral, verifica-se homogeneidade
entre as caracteristicas avaliados, indicando que alteragdes mais marcantes devem ser
associadas ao manejo do solo e ndo a espécie de forrageira utilizada.

Sob condicdes controladas observou-se que nos estdgios iniciais da reestruturacao
do substrato, as raizes, especialmente as da braquidria, atuam sobre a estrutura em meso
e macroagregados, ao passo, que microrganismos autotréficos atuam sobre a agregacio
em nivel coloidal. O melhor status em termos de caracteristicas microbiolégicas foram
obtidos com a inoculacdo de Piriformospora indica e espécies de fungos micorrizicos

arbusculares combinada com o uso do amendoim forrageiro.
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Material suplementar capitulo 1

Tabela 1 — Estatistica descritiva de caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas de solo avaliadas em parcelas cultivadas com 17 forrageiras por mais de
dez anos e em drea de Mata secundéria

Cbio Nbio C.N Cmop CN Cmam CN Gt Gfe ¢qCO; RB pH P K Ca Mg Al H+Al Ds Dp Pmi Pma Ko DMP ADA argila silte D.S N
bio mop mam raiz esporos
(mg o
C-CO, (mg
Mg C-CO,

Forrageiras (mg gsh) C-bio g solo (mg dm?) (cmol, dm?) (gem?® (m*m?)  (cmh') (mm) (%) (g dm?) (CSPOEOS
gsolo dia') cm)
dia") (x e—OA)

(X e—OA)
Andropogon?” 372 1121 0,3 3,8 19,8 19,2 10,2 49,818,7 0,8 03 4,7 2,3 433 25 0,7 01 62 1226 03 0,2 0,1 2,9 19,8 46,9 13,3 3,7 13,1

Tanzania®™ 268 1084 0,2 5,4 23,6 20,5 10,3 47,418,7 25 0,7 57 44 453 33 1,1 0,0 58 1226 03 02 0,3 29 20,6 484 11,2 5,8 11,4

Massai™ 251 987 0,3 34 18,9 18,7 10,1 46,718,1 1,3 0,2 4,7 4,1 503 27 1,0 02 70 1,325 0,3 0,2 0,1 2,9 15,7 49,0 9,1 2,7 5,5

Mombaga™ 437 1936 0,2 5,1 15,5 21,3 10,1 54,1214 34 1,5 53 25 825 25 1,0 0,1 6,0 1225 03 02 02 3,0 17,1 52,6 10,8 7,3 19,5

Colonido™ 425 1237 04 6,0 14,7 20,2 9,6 56,720,6 27 1,1 57 22 61,0 2,7 1,3 0,0 44 1226 03 02 0,2 3,0 18,9 45,8 10,7 3,0 14,9

Cameroon™ 538 1381 0,4 4,6 18,7 19,0 9,3 45,017,5 3,5 1,9 5,1 43 58,7 25 06 02 64 1,126 03 02 0,2 3,0 14,5 46,5 12,6 43 20,5

Tifton® 172 741 0,2 3,0 17,5 154 9,1 43,116,6 5,8 14 46 3,1 393 20 0,7 04 69 1326 0,3 0,2 0,1 3,0 12,3 40,5 11,8 3,5 19,4
Marandu? 213 1132 0,2 4,6 19,3 194 100472166 48 08 55 2,0 49,7 20 0,7 01 52 1325 03 02 0,1 3,0 17,0 49,5 11,0 9,6 28,2
Mulato®” 114 1227 0,1 4,3 22,8 163 99 41,8146 6,2 1,0 55 1,3 410 32 14 0,0 40 1,225 03 02 00 29 17,3 459 12,5 6,1 14,5
Xaraés® 239 988 0,3 4,2 252 17,1 10246,1187 73 22 56 25 593 31 1,1 00 49 1,325 03 0,2 00 3,0 11,7 40,5 10,7 8,7 19,2
Humidicola?” 553 1159 0,4 29 18,4 17,1 9,7 389149 3,1 1,7 5,0 40 580 1,8 06 02 6,7 1,126 03 02 04 3,0 14,5 48,1 10,5 4,0 31,6
Ruziziensis? 269 1668 0,2 4,0 21,0 18,0 10,0 40,215,7 6,2 1,6 52 44 673 13 05 04 6,1 1,126 04 02 04 29 132 48,6125 7,1 50,7
Decumbens?” 413 1273 0,3 3,1 21,8 16,6 10337,614,7 30 1,7 53 3,2 43,0 1,7 0,7 0,1 59 1,126 03 0,2 03 3,0 13,3 453 10,9 7,2 20,5
Gordura¥ 331 600 0,6 1,5 16,2 169 99 37613,7 23 0,8 50 3,5 47,7 19 09 01 56 1326 03 02 00 29 19,6 551 109 22 16,4
Amendoim®” 127 1277 0,1 3,7 14,1 17,5 95 34,713,1 90 1,8 53 2,7 47,7 24 05 0,2 53 1,126 03 02 04 29 16,6 57,0 11,8 83 15,0
Puerdria™ 236 866 0,3 4,0 14,8 17,7 94 492186 28 0,6 45 15 590 40 1,5 00 53 1327 03 02 0,1 3,0 14,7 40,7 146 29 6,2
Estilosantes 357 768 0,4 3,1 11,2 17,1 94 454112 14 05 55 1,6 430 40 1,2 0,0 48 1326 02 02 0,1 3,0 13,5 43,0 134 2,5 8,5
Mata 484 849 0,6 3,5 155 19,7 9,0 47420,1 3,5 1,2 49 2,0 43,7 22 1,1 02 6,0 1,126 03 02 04 3,0 13,6 49,2 13,1 3,0 8,2
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Média geral 322 1128 0,3 3,9 18,3 18,2 9,8 450169 39 1,2 52 29 522 25 09 01 57 1226 03 02 02 29 158 474 11,7 5,1 18,0
Minimo 36 438 0,0 1,5 39 149 87 33897 05 02 41 1,1 240 1,1 03 00 23 1024 0,2 0,1 00 28 96 381 85 0,3 4,5
Maximo 668 2169 0,7 84 27,2 219 10,6 63,123,7 15 29 59 56 1000 47 1,8 0,7 81 1429 04 03 0,7 3,0 230 582 163 11,4 743

DP 163 394 02 15 43 18 04 68 3,1 27 07 05 1,1 167 08 03 02 1,2 0,101 00 00 02 00 33 47 1,7 26 12,7

Erro padraio 22 54 00 02 06 02 01 09 04 04 0,1 01 02 23 01 00 00 02 0000 00 00 00 00 04 06 02 04 1,7
CV(%) 51 35 52,5 379 23,3 10,0 4,6 15218,5 68,7 59,7 8,8 40,1 31,9 32,637,7135,3 20,7 8,13,3 11,814,6 948 1,0 20,7 10,0 14,5 51,6 70,6

Cbio: carbono da biomassa microbiana; Nbio: nitrogénio da biomassa microbina; C/Nbio: relacio C/N da biomassa microbiana; Cmop: carbono da matéria organica particulada; CNmop:

relacdo C/N da matéria organica particulada; Cmam: carbono da matéria organica associada aos minerais; CNmam: relacio C/N da matéria orginica associada aos minerais; Gt: proteina
relacionada a glomalina total; Gfe: proteina relacionada a glomalina facilmente extraivel; qCO»: quociente metabdlico; RB: respiragdo basal; P: fosforo disponivel; K: potdssio disponivel;
Ca: célcio trocavel; Mg: magnésio trocdvel; Al: aluminio trocdvel; H+Al: acidez potencial; Ds: densidade do solo; Dp: densidade de particulas; Pmi: microporosidade; Pma: macroporosidade;
Ko: condutividade hidraulica; DMP: didmetro médio ponderado; ADA: argila dispersa em dgua; argila: argila total: silte: silte total: Ds raiz: densidade de raizes; N° esporos: nimero de
esporos totais. 4" género Andropogon; © género Panicum; ¢ género Penisetum; < género Cynodon; 5" género Brachiaria; ¢ género Melinis; A" género Arachis; 7 género Puerdria e ' género
Stilosantes. DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.
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Material suplementar do Capitulo 3

Tabela 1 — Quadro de andlise de variincia para varidveis com 36 graus de liberdade no residuo. PT — porosidade total; PMA — macroporos;
PMI — microporos; ADA — argila dispersa em dgua; CBM — carbono da biomassa microbiana; NBM — nitrogénio da biomassa
microbiana; ESPT — nimero de esporos totais; qCO2 — quociente metabdlico microbiano; IEA — indice de estabilidade de agregados

e ID — indice de dispersdo de argila

Quadrado Médio
FV GL
PT PMA PMI ADA CBM NBM ESPT qCO2 IEA ID
Bloco 4 0,0006™ 0,00247* 0,0021™ 194,78* 3398,96™ 199,44* 2580042,0™ 0,78™ 0,1270* 442,89*
Planta 2 0,0013™0,00145™ 0,0027™ 462,80* 141661,40* 417,87* 132010400,0* 8,01* 0,2111* 1437,76*
In6culo 2 0,0002™ 0,00195"™ 0,0029™ 52,12™ 61718,19* 490,56* 6048576,0* 0,77™ 0,0483™ 185,20™

Planta x In6culo 4 0,0006™ 0,00108™ 0,0015™ 65,07* 70361,70* 212,28* 7020657,0* 1,47™ 0,0236™ 197,77*
Fatorial vs Controle 1 0,0049™ 0,00002™ 0,0056™ 1467,59* 155526,10* 1798,73* 20532900,0* 3,33* 0,0880" 4446,94*

Residuo 36 0,0013 0,00067 0,0022 22,24  8328,96 69,04 986659,4 0,76 0,0224 73,81
Média 0,58 0,36 0,22 16,39 224,77 22,89 1943,23 1,45 0,28 28,54
CV(%) 6,33 7,29 21,25 28,78 40,60 36,30 51,12 60,08 52,56 21,25

FV fonte de varia¢ido; GL graus de liberdade; QM quadrado médio; “significativo e ™ ndo significativo pelo teste t (p<0,05).
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Tabela 2 — Quadro de andlise de variancia para varidveis para varidveis com seis (fontes de variac@o indculo e planta com quatro repeticdes)
e oito (fontes de variac@o indculo e planta com cinco repeticdes) graus de liberdade do residuo. DSR — densidade de raizes, MSP

— Massa de plantas e COL — percentagem de colonizacdo de raizes

QM QM

FV GL FV GL
DSR MSP COL
Bloco 3 037 BL 4 269,12™ 31.73"
Planta 1 47,64% PL 1 3967,73*% 318.18™
In6culo 2 3.50m™ INOC 2 2,94™  177.06™
Planta x Inéculo 2 1,65 PLxINOC 2 80,82 51.86™

Residuo 15 1,35 Residuo 20 139,5263 244.66
Média 4,90 48,29 46,30
CV% 23,67 CV% 24,46 33,79

FV — fonte de variaciio; GL — graus de liberdade; QM quadrado médio; “significativo e ™ ndo significativo pelo teste t (p<0,05).
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Tabela 3 — Quadro de andlise de variincia para varidveis com 36 graus de liberdade no residuo. PT — porosidade total; PMA — macroporos;

PMI — microporos; ADA — argila dispersa em dgua; CBM — carbono da biomassa microbiana; NBM — nitrogénio da biomassa

microbiana; ESPT — ndmero de esporos totais; qCO2 — quociente metabdlico microbiano; IEA — indice de estabilidade de agregados

e ID — indice de dispersdo de argila

v oL Quadrado Médio
PT PMA PMI AG CBM NBM ESPT qCO> IEA ID

Bloco 4 0,0029™ 0,00025™ 0,0037™ 2,45™ 2440,39™ 20,58™ 7691203™ 0,46* 0,1007* 13,94™
Planta 2 0,0023™ 0,00114* 0,0065™ 0,20™ 5321,02™ 28,39™ 229570700* 3,48* 0,1103* 2,49™
In6culo 2 0,0029™ 0,00004™ 0,0036™ 0,18™ 47293,63* 7,95™ 29085760* 3,43* 0,0027™ 5,11™
Planta x In6culo 4 0,0011™ 0,00019™ 0,0015™ 0,38™ 29743,11* 17,34™ 31189550* 1,82* 0,0068™ 6,83"™
Fatorial vs Controle 1 0,0009™ 0,00042™ 0,0025™ 28,95* 41033,80* 5,65™ 33159900™ 3,89* 0,0191™ 292,06*
Residuo 36 0,0015 0,00027 0,0019 2,68 4233,68 9,81 8604045 0,55 0,0284 17,33
Média 0,46 0,24 0,22 17,81 135,31 8,77 248471 1,51 0,20 15,13

CV (%) 8,42 6,80 19,89 9,18 48,09 35,70 118,05 59,51 83,05 27,52

FV fonte de variacdo; GL graus de liberdade; QM quadrado médio; *significativo en

* ndo significativo pelo teste t (p<0,05).
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Tabela 4 — Quadro de andlise de variancia para varidveis para varidveis com seis (fontes de variacdo indculo e planta com quatro repeti¢cdes)
e oito (fontes de variac@o indculo e planta com cinco repeticdes) graus de liberdade do residuo. DSR — densidade de raizes, MSP

— Massa de plantas e COL — percentagem de colonizacdo de raizes

QM QM
FV GL — FV GL
DSR MSP COL
Bloco 3 3,08* BL 4 481,84* 32.58™
Planta 1 41,26% PL 1 8330,84* 4607.84%*
In6culo 2 0,26™ INOC 2 9530™ 798.96%
Planta x In6culo 2 0,40ns PLxINOC 2 216,24™ 139.27™
Residuo 15 0,75 Residuo 20 158,46 225.41
CV% 25,18 CV% 26,91 27,62

FV — fonte de variaciio; GL — graus de liberdade; QM quadrado médio; “significativo e ™ ndo significativo pelo teste t (p<0,05).
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Tabela 5 — Quadro de andlise de variancia dos para varidveis com 36 graus de liberdade no residuo. PT — porosidade total; PMA — macroporos;
PMI — microporos; ADA — argila dispersa em dgua; CBM — carbono da biomassa microbiana; NBM — nitrogénio da biomassa
microbiana; ESPT — ndmero de esporos totais; qCO2 — quociente metabdlico microbiano; IEA — indice de estabilidade de agregados

e ID — indice de dispersdo de argila

Quadrado Médio
PT PMA PMI ADA CBM NBM ESPT qCO: IEA ID
Bloco 4 0,0025™ 0,00027™ 0,0039™ 0,49™ 1360,49™ 6,34™ 90866™ 2,77™ 0,097* 122,78*
Planta 2 0,0005™ 0,00082™ 0,0020™ 3,81* 1287,64™ 111,22* 6655188* 2,67* 0,220* 496,32*
2
4

FV GL

In6culo 0,0029™ 0,00030™ 0,0024™ 0,04™ 3345,90* 78,65* 471354* 2,38* 0,041™ 47,88™
Planta x In6culo 0,0025™ 0,00033"™ 0,0020™ 0,08™ 9303,66* 23,50* 458345* 6,50* 0,026™ 18,93™

Fatorial vs Controle 1 0,0222* 0,00214™ 0,0106* 1,51* 10,41™ 25,35* 3097540* 1,89* 0,017™ 233,86*

Residuo 36 0,0018 0,00088 0,0015 0,24 829,84 5,86 83841 1,36 0,015 29,16
Média 0,48 0,36 0,12 0,89 82,67 598 55890 1,64 0,18 13,87
CV% 8,82 8,26 32,68 55,24 34,85 3550 51,81 70,56 68,20 38,94

FV fonte de variacdo; GL graus de liberdade; QM quadrado médio; *significativo e ™ ndo significativo pelo teste t (p<0,05).
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Tabela 6 — Quadro de andlise de varidncia para varidveis para varidveis com seis (fonte de variagdo indculo com quatro repeti¢cdes) e oito
(fonte de varia¢do indculo com cinco repeti¢des) graus de liberdade do residuo. DSR — densidade de raizes, MSP — Massa de
plantas e COL — percentagem de colonizacdo de raizes.

QM QM

FV  GL
DSR MSP COL

Bloco 3 7,24™ BL 4 44,61™ 196.94™
In6culo 2 3,63 INOC 2 143,35™ 4.33™

Residuo 6 6,21 Residuo 8 36,32 282.15™
Média 5,74 Média 51,86 62,60
CV% 4342 CV% 11,62 26,84

FV  GL

FV — fonte de variacio; GL — graus de liberdade; QM quadrado médio; “significativo e ™ ndo significativo pelo teste t (p<0,05).
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