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RESUMO

Compreender a dinamica e a diversidade de espécies de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) sob diferentes sistemas de manejos do solo é de grande
importancia do ponto de vista agrondémico, pois maximizar a simbiose pode garantir
os beneficios promovidos pela associagcao micorrizica. Assim, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a dindmica e a estrutura da comunidade de FMAs por meio de
identificacdo morfolégica dos esporos e pela técnica de PCR-DGGE (reacdo da
polimerase em cadeia — eletroforese em gel com gradiente desnaturante), do mesmo
modo a relacdo das espécies com atributos do solo em &rea de Cerrado sob
diferentes sistemas de manejo. Os sistemas de manejo foram: milho em sistema de
plantio direto sob monocultivo; milho consorciado com Panicum maximum cv.
Aruana; milho consorciado Urochloa humidicola, pastagem Urochloa humidicola;
pastagem Panicum maximum cv. Aruana, dispostos em delineamento em blocos
casualizados, com trés repeticdbes e uma area de referéncia do Cerrado nativo
localizado proximo ao experimento. A produtividade de grdos de milho nédo foi
influenciada pela consorciacdo das pastagens P. maximum cv Aruana e Urochloa
humidicola com valor médio de 14816 kg/ha™. Observou-se que a colonizac&o
micorrizica do milho e das pastagens néo foi influenciada pelo sistema de manejo
adotado, a densidade de esporos nas areas agricolas foi maior que a area de
Cerrado. Observou-se também que a recuperacdo de esporos para a estudo da
diversidade mostrou que com a adocéo destes sistemas de manejo a comunidade
de FMAs é estimulada, no entanto a técnica da PCR-DGGE revelou que a
comunidade micorrizica arbuscular foi influenciada negativamente, ja que para area
de Cerrado foi observado maior numero de tdxons de FMAs. Em relacdo a influéncia
dos atributos do solo sobre a comunidade de FMAs foi observado que os maiores
valores de pH do solo favoreceu a ocorréncia das espécies: G. microaggregatum, A.
rehmii, A. scrobiculata e Div. tortuosa enquanto a outras espécies identificadas
espécies ndo foram influenciadas pelos atributos do solo. As espécies G.
macrocarpum e C. etunicatum foram as espécies que tiveram maior ocorréncia, tanto
na area de Cerrado como nas areas sob diferentes sistemas de manejo.

Palavras-chave: sistemas de manejo agricola, atributos do solo, fungos micorrizicos
arbusculares.



ABSTRACT

Understanding the dynamics and diversity of species of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) in different soil managements systems is of great importance from the
agricultural, since it is necessary to find the appropriate conditions to maximize the
symbiosis and thus ensure the benefits promoted by mycorrhizal association. The
objective of this study was to evaluate the dynamics and structure of AMF community
by means of morphological identification of spores and by PCR-DGGE technique
(polymerase chain reaction - denaturing gradient gel electrophoresis) and relation of
species with soil properties in Cerrado under different agricultural management
systems (corn under no-tillage system under monoculture; intercropping corn with
Panicum maximum cv. Aruana,; intercropping corn with Urochloa humidicola; pasture
Urochloa humidicola; pasture Panicum maximum cv. Aruana), arranged in a
randomized block design with three replicates and a native Cerrado reference area
located next the experiment. The productivity of maize grains was not affected by
intercropping pastures P. maximum cv Aruana and Urochloa humidicola with an
average of 14816 kg / ha™. It was observed that mycorrhizal colonization of corn and
pasture was not influenced by the management systems, the spore density in
agricultural areas was larger than the area of Cerrado. It was also observed that the
recovery of spores for the study of diversity showed that with the adoption of these
management systems AMF community is stimulated, though the technique of PCR-
DGGE showed that arbuscular mycorrhizal community was negatively influenced,
since for Cerrado area was observed greater number of taxon’s of AMF. Regarding
the influence of soil properties on the AMF community was observed that the highest
values for pH promoted the occurrence of species: G. microaggregatum, A. rehmii, A.
scrobiculata and D. tortuosa while the other species identified species were not
affected by soil properties. The species G. macrocarpum and C. etunicatum were the
most frequent were both in the Cerrado area and in areas under different
management systems.

Key Word: management systems, Soil properties, Arbuscular mycorrhizal fungi.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos existe uma enorme preocupacéo pela degradacdo dos solos
e dos recursos naturais, devido a isso se tem desenvolvido sistemas de manejos
agricolas que procuram uma producdo mais sustentavel. Um desses sistemas € 0
sistema de integracdo lavoura-pecuaria (ILP) que comumente consorcia especeis

graniferas com espécies forrageiras.

O sistema ILP é considerado como um sistema eficiente do uso do solo de
forma mais sustentavel para as regides tropicais, 0 seu objetivo € maximizar o uso
da terra, da infraestrutura e da mao de obra, além de diversificar e verticalizar a
producdo, minimizar custos, diluir os riscos e agregar valores aos produtos
agropecuarios (MELLO et al., 2004). Este sistema é utilizado amplamente no brasil
com dois fins, como sistema para recuperacdo de pastagens degradadas ou para
producdo de palhada como cobertura do solo para o plantio da safra seguinte
diretamente nos residuos depositados na superficie do solo sem prévio revolvimento

considerado como o sistema plantio direto.

A utilizacdo desses sistemas (ILP) contribui também para a conservacédo do
solo, ja que a integracdo das pastagens com a cultura promove uma melhor
estrutura do solo por parte das raizes, ja que possuem um extenso sistema radicular
fasciculado, e a parte aérea promove maior cobertura na superficie diminuindo
assim as perdas do solo causadas pela degradacdo. Diversos estudos tambéem
demonstram que estes sistemas promovem o aumento do estoque do carbono no
solo, contribuindo desta maneira para mitigar as emissées de gases de efeito estufa

(AMADO et al., 2001), melhora a dinamica e ciclagem de nutrientes (MENDONCA et



al., 2015), melhora os atributos fisicos e quimicos do solo (CRUSCIOL et al., 2009) e
modifica a estrutura da macro e microbiota do solo como os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) que formam simbiose com a maioria das plantas (MIRANDA,

2012).

A importancia da simbiose FMA-planta esta relacionada a maior exploracédo do
solo por parte da rede de hifas que colonizam as raizes, funcionando como uma
extensdo do sistema radicular, assim as plantas apresentam vantagens na absorcao
de agua e nutrientes, principalmente de pouca mobilidade como o fosforo
(BERBARA et al., 2006), também aumenta a tolerancia das plantas a estresses
bidticos e abioticos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), bem como no auxilio na
formacdo dos agregados do solo pela deposicdo de material organico contido ou

liberado pelas hifas chamado glomalina (PURIN; KLAUBERG FILHO, 2010).

Os FMAs ocorrem na maioria dos ecossistemas e séo influenciados por fatores
biéticos e abiodticos, que interferem na sobrevivéncia e na germinacao dos
propagulos afetando o processo de colonizacdo radicular nas plantas (CARRENHO
et al.,, 2010). As praticas agricolas tais como mecanizacdo do solo, manejo das
culturas e praticas culturais geram modificagbes nos atributos fisicos, quimicos e
bioldgicos do solo, promovendo alteracdo da comunidade dos FMAs e o efeito
destes nas plantas (CARRENHO et al., 2010), sendo importante adotar praticas que
minimizem o0s impactos negativos sobre a comunidade e dindmica dos FMAs

(MIRANDA, 2012).

Diversos trabalhos relatam que a dinamica dos FMAs esta relacionada a
atributos do solo como o pH, fésforo e a matria organica, mas existe dificuldade em

estabelecer uma relacao clara entre variaveis edéaficas e a ocorréncia e diversidade
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de espécies dos fungos micorrizicos arbusculares (STURMER & SIQUEIRA, 2008).
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de fungos micorrizicos
arbusculares e sua relacdo com atributos quimicos e microbiolégicos do solo sob

diferentes sistemas de manejo no Cerrado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistemas de integracdo Lavoura-Pecuaria

Nos ultimos anos existe uma enorme preocupacao pela degradacdo dos solos
agricolas, devido a isso, tem-se desenvolvido sistemas de manejos agricolas que
procuram melhorar os atributos que compdem a qualidade do solo para uma
producdo mais sustentavel tais como sistemas de rotagdo de culturas, sistemas

integracdo Lavoura-Pecuaria e sistemas de plantio direto.

O sistema ILP é considerado como sistema eficiente do uso do solo de forma
mais sustentavel para as regides tropicais (CORDEIRO et al., 2015). O objetivo
desse sistema € maximizar o uso da terra, da infraestrutura e da mao de obra em um
sistema de producdo, além de diversificar e verticalizar a producdo, minimizar
custos, diluir os riscos e agregar valores aos produtos agropecuarios (MELLO et al.,

2004).

Estes sistemas propiciam beneficios como aumento da produtividade,
estabilidade econdémica e aumento da renda com a diversifica¢do das culturas, além
da reducdo dos riscos climaticos pelo aumento do estoque do carbono no solo
(AMADO et al., 2001), melhora a dinamica e ciclagem de nutrientes (MENDONCA et

al., 2015), melhora os atributos fisicos e quimicos do solo (CRUSCIOL et al., 2009).

No Brasil, a utilizacdo desse sistema tem aumentado nos ultimos anos,
fundamentado a integracéo de culturas produtoras de grdos com plantas forrageiras,
destacando-se Urochloa brizantha e Panicum maximum (MATEUS & SANTOS,

2012).



O estabelecimento de pastagem como as braquiarias consorciadas com o
milho incrementa a produtividade do solo agregando valor pela producédo de gréaos e
forragem para pecuaria (SILVA et al., 2008). As braquiarias em consoércio com milho
apresentam melhor cobertura do solo por possuir habito decumbente de
crescimento, portanto maior cobertura do solo apdés da colheita. A palha na
superficie protege o solo do aguecimento excessivo e da perda de agua, devido a
alta refletividade da radiacdo solar e baixa condutividade térmica, proporcionando
menor amplitude térmica diaria e condicbes benéficas para a estrutura do solo

especialmente nas regides de clima tropical (CECCON, 2008).

Existem dois focos principais para a integracdo desses sistemas para as areas
de producdo serem mais sustentaveis e competitivos. O primeiro versa na
recuperacdo e/ou renovacdo das pastagens degradadas (sistema Barreirdo) e o
segundo consiste para producao de palhada como cobertura do solo para o plantio
da safra seguinte diretamente nos residuos depositados na superficie do solo sem

prévio revolvimento (SPD).

No Brasil o SPD foi iniciado a partir de 1972 pela preocupacéo do desgaste
excessivo do solo, sendo que em 1975 foi utilizado em grande escala no estado de
Parana (JUNIOR & VILELA, 2002) e a sua adog¢&o tem aumentado nos Gltimos anos,

ocupando na atualidade mais da metade da area plantada no pais (MAPA, 2016).

O SPD é um dos sistemas que busca a sustentabilidade dos agroecossistemas
e tem como objetivo diminuir os problemas causados pela forma tradicional do uso e
manejo do solo. Este sistema, devido ao ndo revolvimento do solo e a cobertura por
meio dos residuos depositados na superficie contribui para a conservagao do solo

evitando perdas causadas pela erosdo, aumenta os teores de matéria organica,
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melhora a estrutura do solo, reduz as perdas de agua, diminui a variacdo da

temperatura e aumenta a atividade biol6gica (KLUTHCOUSKI et al., 2000).

De acordo com Mateus & Santos (2012) o SPD ¢é utilizado como uma técnica
de conservacao e preservacdao ambiental, ja que reduz em 75% de perdas de solo e
20% de agua pela erosdo, quando comparado ao sistema convencional. Cabe
também ressaltar que os autores enfatizam a contribuicdo dessa pratica para evitar
perdas de fertilizantes e produtos agroquimicos, reduzindo a poluicdo de aguas
superficiais e favorecendo o acumulo de carbono organico no solo, tornando-o um
importante dreno de CO, da atmosfera e desta forma, colaborando para a mitigacéao

do efeito estufa.

O aumento na produtividade de cultivos consorciados € um dos principais
beneficios relatados por diversos trabalhos, envolvendo principalmente a
disponibilidade de nutrientes para as culturas, além de ganhos econbémicos

(MATOSO et al., 2013; MENDONGA et al., 2015).

Esses beneficios possivelmente estdo relacionados com a comunidade
microbiana do solo, que é influenciada pelas mudancas nos atributos quimicos e
fisicos do solo, provocada pelo cultivo consorciado. A comunidade microbiana do
solo e seus processos chave no funcionamento dos ecossistemas sao fortemente
influenciados pela riqueza de diversidade de plantas, sendo verificado que ndo so a
diversidade das plantas como também a sua produtividade promovem aumentos
significativos na comunidade microbiana do solo assim como o aumento na taxa de

mineralizacao de nutrientes (ZAK et al., 2003).



2.2 Fungos micorrizicos arbusculares

Dentre os diversos organismos que habitam o solo, os fungos micorrizicos
arbusculares sdo importantes componentes da comunidade microbiana do solo,
tanto em sistemas naturais como em agroecossistemas. Os FMAs sado fungos do
solo que fazem associacdo simbidtica com a maioria das plantas. A planta, através
da fotossintese, fornece energia e carbono para a sobrevivéncia e multiplicacdo dos
fungos, enquanto estes absorvem nutrientes minerais e agua do solo transferindo-os
para as raizes da planta, estabelecendo assim a simbiose mutualistica (MOREIRA &

SIQUEIRA, 2006).

Os FMAs existem na maioria dos ecossistemas e sao influenciados por fatores
bidticos e abiodticos que interferem na sobrevivéncia e na germinacdo dos
propagulos afetando o processo de colonizacdo radicular nas plantas (MIRANDA,
2012). As praticas agricolas tais como mecanizacédo do solo, manejo das culturas e
praticas culturais geram modificagcbes nos componentes fisicos, quimicos e
biolégicos do solo, promovendo alteracdo da comunidade dos FMAs e o efeito

destes nas plantas (CARRENHO et al., 2010).

A importancia da simbiose FMA-planta esta relacionada a maior exploracéo do
solo por parte da rede de hifas que colonizam as raizes funcionando como uma
extensdo do sistema radicular, assim as plantas apresentam vantagens na absor¢ao
de nutrientes de pouca mobilidade como o fosforo (P), cobre (Cu) magnésio (Mg) e
zinco (Zn) (BERBARA et al., 2006) e frequentemente apresentam maior tolerancia a
estresses bidticos (patdgenos) e abioticos (falta de agua, salinidade, metais
pesados) (HOFFMANN & LUCENA, 2006; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), em

comparacao as plantas que ndo formam esta associacao.



Os FMAs contribuem também para a conservacao do solo, ja que auxiliam na
formacdo dos agregados pela deposicdo de material organico contido ou liberado
pelas hifas chamado glomalina, que sdo polissacarideos extracelulares e
glicoproteinas com cerca de 60% de carboidratos, N ligado ao oligossacarideo e
contem Fe insolivel em &gua (PURIN & KLAUBERG FILHO, 2010). Outra
contribuicéo relacionada com a estabilizacdo dos agregados é pelas hifas dos FMAs
e as raizes finas das plantas, que envolvem as particulas do solo formando uma
rede biolégica que entrelaca e mantém juntas as particulas do solo, podendo atingir

até 50 m de hifa por grama de agregado (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006)

2.3 Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares em agroecossistemas

A classificacdo dos FMAs ainda esta em andamento e tem passado por
diversas modificacdes durante as ultimas trés décadas (MIRANDA, 2012), o uso de
ferramentas moleculares tém fornecido grandes avangos para a reconstrucéo

filogenética deste grupo de organismos.

Atualmente séo classificados dentro de um grupo monofilético denominado filo
Glomeromycota, classe Glomeromycetes, em quatro ordens, nove familias e dezoito

géneros (Redecker et al., 2013) apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 Classificacdo dos FMAs, atualizada em Agosto 2013.

Ordem Familia Géneros

Glomerales Glomeraceae Funneliformis

Septoglomus

Glomus
Rhizophagus
Diversisporales Claroideoglomeraceae Claroideoglomus
Pasisporaceae Pacispora
Acaulosporaceae Acaulospora
Diversisporaceae Diversispora
Redeckera
Gigasporaceae Gigaspora
Dentiscutata
Cetraspora
Racocetra

Scutellospora

Archaeosporales Archaeosporaceae Archaeospora
Ambisporaceae Ambispora
Geosiphon
Paraglomerales Paraglomaceae Paraglomus

Fonte: http://invam.wvu.edu/the-fungi/classification (Acesso em: junho de 2016).

Segundo Souza et al. (2008) globalmente existem aproximadamente 217
espécies descritas na literatura. Os ecossistemas brasileiros possuem uma ampla
gama de diversidade de FMAs, de acordo com Stirmer e Siqueira (2008), ja foram
identificados um total de 119 espécies de FMAs que corresponde 55% do total (207

espécies) ja conhecido. Essas espécies identificadas nos ecossistemas brasileiros
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sdo atualmente o resultado de trabalhos publicados (resumo expandido, artigo
cientifico, monografia, dissertacdo e tese), abrangendo 0s seguintes ecossistemas
naturais e agroecossistemas: floresta pluvial, florestal atlantica, floresta estacional,
floresta amazonica, floresta de araucéria, cerrado, caatinga, campo, restinga, dunas
e praias, areas salinizadas, areas vegetadas, plantacées de eucalipto, mata ciliar,
ambiente aquatico, pastagem, culturas anuais e perenes. As espécies identificadas
com maior distribuicdo geogréfica sdo: Acaulospora foveata, A. mellea, A.
morrowiaae, A. scrobiculata, A. tuberculata, Ambispora appendicula, Cetraspora
pelicida, Kuklospora colombiana, Gigaspora margarita, Glomus clarum, G.
diaphanum, G. etunicatum, G. macroporum, G. sinousum, e Paraglomus

occultum.(STURMER & SIQUEIRA, 2008)

No Cerrado j& foram identificadas 43 espécies em 9 géneros: Acaulospora,
Ambispora, Gigaspora, Cetraspora, Dentiscutata, Racosetra, Scutellospora, Glomus,
e Paraglomus (SOUZA et al., 2010), sendo a espécie A. scrobiculata e P.

brasilianum presente na maioria dos ecossistemas (MIRANDA, 2012).

No Distrito Federal os géneros Acaulospora, Gigaspora, Cetraspora,
Dentiscutata, Scutellospora, Glomus, e Paraglomus sdo encontrados abrangendo 15

espécies (SOUZA et al., 2010).

A diversidade e ocorréncia de espécies tanto em ecossistemas naturais como
em agroecossistemas pode ser afetada por diversos fatores como os apresentados

na Tabela 2.2
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Tabela 2.2 Principais fatores que influenciam na formacdo e ocorréncia de fungos micorrizicos

arbusculares

Componentes Principais fatores

Solo Disponibilidade de nutrientes, pH, elementos toxicos, textura, estrutura e

agregacdo, densidade, umidade e organismos

Planta Espécie, cobertura vegetal, estado nutricional, ciclo e taxa de crescimento,

alelopatia, sistema radicular, exsudagéo e senescéncia.

Ambiente Intensidade luminosa, temperatura, sazonalidade precipitagédo e poluicao.

Manejo Historico da area, tipo de cultivo, eroséo, irrigacao, fertilizantes e corretivos,
controle de ervas daninhas, pastejo e uso de biocidas e mudanca na
vegetacgao.

Fonte: Moreira & Siqueira (2006).

Praticas agricolas como o preparo do solo, aplicacdo de corretivos
(SCHNEIDER et al.,, 2011) e fertilizantes quimicos ou organicos influenciam
diretamente a comunidade de FMAs (CARRENHO et al., 2010). De modo geral, as
areas agricolas e praticas conservacionistas estimulam o aumento da riqueza de
espécies, aumenta a densidade de esporos e favorece para a colonizacao radicular
(FERREIRA et al., 2012; MIRANDA, 2012). Em areas com o cultivo intensivo e em
sistema de monocultivo a diversidade de espécies € negativamente afetada, ja
sistemas de rotacao de culturas e sistemas integrados de culturas com pastagens, a
comunidade micorrizica arbuscular promove o aumento da riqueza de espécies e a
multiplicacdo dos esporos, geralmente as culturas aumentam a riqueza de espécies

e as pastagens promove a producao de esporos (MIRANDA & MIRANDA, 2007).
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2.4  Técnicas de estudo da comunidade de fungos micorrizicos arbusculares

A identificacdo dos fungos envolvidos na simbiose micorrizica arbuscular é
necessaria para comparar resultados de pesquisas obtidos em diferentes condicbes
ambientais, identificar as associacfes fungo-planta preferenciais e potencialmente
benéficas agronomicamente, assim como recomendar praticas adequadas para o

seu manejo (MIRANDA, 2012).

A diversidade dos FMAs pode ser avaliada a partir das amostras de solo e

raizes, pelo emprego de técnicas de descricdo morfoldgica ou técnicas moleculares.

Os esporos de FMAs sdo recuperados de amostras de solo e raizes e,
utiizados para os estudos de descricdo morfolégica dessas estruturas.
Adicionalmente, para alcancar espécies de FMAs que ndo estavam presentes na
forma de esporos na amostra de solo da area de estudo, tem-se a técnica de
multiplicacdo de esporos, chamada cultivo-armadilha que sdo necessarias para o
isolamento a partir de segmentos de raizes ou mesmo de solo com presenca de
propagulos. Esta técnica parte do principio que os FMAs nao tém especificidade de

plantas hospedeiras ou preferéncia na multiplicacdo de uma determinada espécie.

Esta técnica consiste na inoculacdo de solo ou de raizes frescas coletadas em
solo estéril, com uma ou varias plantas hospedeiras e todo propagulo infectivo dos
FMAs da amostra tem a capacidade para colonizar as raizes da planta hospedeira,
permitindo deste modo estimar a diversidade de propagulos infectivos de uma
comunidade de FMAs, além de produzir esporos tipicos e com todas as
caracteristicas necessarias para a identificacdo das espécies, o tempo aproximado

desta técnica € de 3 a 6 meses ( SOUZA et al., 2010; SAGGIN-JUNIOR et al., 2011).
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Os métodos conhecidos para a identificacdo de espécies das comunidades de
FMA séo analisados basicamente por técnicas morfolégicas e técnicas moleculares,
sendo as primeiras as mais comuns baseadas em caracteristicas morfologicas dos
esporos. No entanto, estas estruturas podem apresentar alteragbes de
caracteristicas como cor, tamanho, e forma causados por fatores ambientais
(SAGGIN-JUNIOR et al., 2011) podendo apresentar similaridade com outras
espécies (MERGULHAO et al., 2014) resultando em identificacdes até o nivel de

género, para isolados com caracteristicas morfolégicas duvidosas.

Devido a estas dificuldades, técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para
a identificacdo da diversidade de FMAs capazes de fornecer grande informacéo de
parentesco independentemente dos critérios morfolégicos, em todas as fases do

ciclo de vida (GOMES et al., 2010).

Estas técnicas devem ser utilizadas em conjunto para ter uma visdo mais
completa da biologia, ecologia, diversidade, estrutura de comunidades desses

fungos e da interacdo deles com as plantas (SOUZA et al., 2010).

2.4.1 Técnicas morfolégicas para estudo da estrutura da comunidade de

FMAs

A presenca e a identificagdo dos esporos na rizosfera ou no solo sdo métodos
mais comuns e mais simples para estimar a abundancia e a riqueza especifica dos
FMAs nas comunidades vegetais (STURMER & SIQUEIRA, 2008). De acordo com
SOUZA et al. (2010), a identificacdo baseada na morfologia dos esporos foi 0 Unico

meétodo utilizado para a descricdo de espécies até o ano 1990, quando foram
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desenvolvidas as técnicas moleculares. Os esporos de FMAs representam o Unico
estadio de desenvolvimento dos fungos que tém os caracteres morfolégicos
necessarios para definir espécies nesse grupo de organismos (COLOZZI-FILHO;

BALOTA, 1994).

A classificacdo taxondmica das espécies de fungos € realizada pela
organizacdo das paredes nos esporos e pelos principais atributos morfolégicos. As
caracteristicas morfologicas e ontogenéticas como o modo de formacao, tamanho,
forma, cor, tipo, estrutura, e organizacao de paredes em suas camadas, estruturas
de germinacdo, e forma de emergéncia do tubo germinativo entre outras
caracteristicas sdo utilizadas para a descricdo e a identificacdo das espécies
(SOUZA et al., 2010). No entanto é necessario ter experiéncia para a utilizacdo
desta técnica devido a que 0s esporos sdo geralmente coletados em campo,
apresentando estruturas deterioradas ou alteradas por diversos fatores, oferecendo

caracteristicas de baixa qualidade.

A identificacdo taxondmica dos FMAs por meio da avaliagdo dos esporos
consiste em uma série de etapas que englobam a recuperacdo dos esporos a partir
de amostras de solo e raizes das plantas, separacdo em grupos similares ou
“‘morfotipos”, seguida de observagbes das caracteristicas morfolégicas em

microscopio estereoscopico e em microscopio optico.

As caracteristicas morfologicas dos esporos sdo confrontadas com as
descricOes de espécies de FMAs disponiveis na literatura ou em sites especializados
na caracterizagao destes fungos na internet, como do site da “International Culture
Collection  of (vesicular)  Arbuscular Mycorrhizal Fungi -  INVAM’

(http://invam.wvu.edu/) (INVAM, 2016) e o site “Arbuscular Mycorrhizal fungi
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(Glomeromycota), Endogone and complexipes species deposited in the departament
of plant pathology, University of Agricuture in  Szczecin, Poland
(http://www.zor.zut.edu.pl/Glomeromycota/index.html) (JANUSZ BLASZKOWSKI,

2016).

2.4.2 Técnicas moleculares para estudo da estrutura da comunidade de FMAs

As propostas para a classificagcdo dos FMAs sao baseadas historicamente na
caracterizacdo morfologica e os resultados obtidos através destes estudos podem
variar em funcdo das condicfes ambientais e pelo estadio de desenvolvimento dos

esporos, gerando informagdes nem sempre precisas (SALLES et al., 1998).

Devido as dificuldades que este método apresenta, métodos moleculares
baseados na amplificacdo de acidos nucleicos pela Reacdo em Cadeia Polimerase
(PCR) comecaram a ser empregados nas Ultimas décadas para avaliar a
biodiversidade desse grupo de fungos (GASPAROTTO et al.,, 2010), sendo que no
inicio do ano 1990 foi realizado o primeiro trabalho utilizando esta ferramenta por
Simom et al. (1990). Esses autores analisaram sequéncias do 18s rDNA de 12
espécies de FMA pertencentes as familias Acaulosporaceae, Gigasporaceae e

Glomaceae.

A utilizagdo de técnicas moleculares sdo cada vez mais aplicadas nas
pesquisas e tem permitido avancar o conhecimento sobre a diversidade genética e
caracterizacao de estirpes, a estrutura e a variabilidade genética de comunidades de
FMA em diferentes ecossistemas, em relacdo com as plantas e avaliacdo do impacto

de acOes antropicas sobre as comunidades destes fungos (GASPAROTTO et al.,
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2010). Além de ser utilizadas para desenvolver tecnologias na selecdo de fungos
eficientes e competitivos para estudar a persisténcia de estirpes introduzida em

inoculantes comerciais (SOUZA et al., 2010).

Estas técnicas consistem na amplificacdo de acidos nucleicos,
desoxirribonucleico (DNA) ou ribonucleico (RNA), pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que permite a amplificacdo e caracterizacdo do DNA a partir de
uma pequena amostra do fungo, raiz colonizada ou do solo, possibilitando estudos
ecologicos das populacbes nativas de FMAs presentes nas areas de cultivo

(GOMES et al., 2010).

Dentre as técnicas moleculares para o estudo da comunidade dos FMAs as
técnicas de fingerprint moleculares sdo amplamente utilizadas no Brasil para a
analise de estudo das comunidades microbianas. Esta técnica € caracterizada por
gerar um padrdo que representa a diversidade microbiana e esse padrdo é
representado por um conjuntos de segmentos de DNA que diferem do tamanho ou
da sequencia de bases e sdo discriminados por técnicas de eletroforese com ou sem

presenca de agentes desnaturantes nos géis ou capilares.

Algumas qualidades desejaveis para 0 uso desta técnica séo: ser baseado em
marcadores especificos para o grupo-alvo, e que representem distribuicdo universal
e sejam passiveis de quantificacdo; ter sensibilidade para detectar pequenas
mudanc¢as na composi¢cdo das comunidades; ter reprodutibilidade entre repeticbes
de uma mesma amostra; ser economicamente viavel, gerar dados facilmente
analisaveis, passiveis de analises estatisticas; possuir processo de avaliacao;
possibilitar a identificacdo direta dos organismos presentes na comunidade e refletir

0s aspectos do funcionamento do ecossistema. Nao entanto, ndo existe um meétodo
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disponivel que atenda a todas essas qualidades, entdo é importante fazer uma
escolha de técnicas que respondam o interesse do estudo (GASPAROTTO et al.,

2010).

A técnica de PCR-DGGE (reacdo da polimerase em cadeia — eletroforese em
gel com gradiente desnaturante) é uma ferramenta fingerprint utilizada para testar a
pureza de linhagens isolados de FMAs (NOVAIS et al.,, 2010) e para comparar a
comunidade microbiana de distintas amostras ambientais, em funcdo das funcdes

operacionais de um sistema (GASPAROTTO etr al., 2010).

A técnica PCR-DGGE foi utilizada pela primeira vez para investigar a
diversidade de FMAs em raizes de Ammophila arenaria em ecossistemas de dunas

costeiras realizado por Kowalchuk et al. (2002).

Souza et al. (2004) desenvolveram uma metodologia de PCR-DGGE baseado
na caracterizacdo de coépias polimorficas dos genes ribossomais contidas no
genoma de cada FMAs. O polimorfismo encontrado no rDNA gendmico dos FMA
implica que dentro do genoma de um Unico individuo existam copias polimorficas

desses genes.

Oliveira et al. (2009) e Gomes et al. (2010) utilizaram esta ferramenta para o
estudo da estrutura da comunidade de FMAs a partir do DNA extraido das raizes de

linhagens de milho eficientes e ineficientes na absorc¢éo de fésforo.

Existem algumas dificuldades na utilizacdo dos métodos moleculares na
interpretacdo, sendo comuns erros na identificacdo de caracteres homologos e

homoplasticos como a cobertura inadequada dos indicadores (primers) utilizados no

19



PCR, amostragem nao representativa e métodos inadequados de extracdo de

acidos nucleicos (SOUZA et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Historico da area experimental e estabelecimento do experimento

O estudo foi realizado na &area experimental da Fazenda Agua Limpa da

Universidade de Brasilia, localizado no Nucleo Rural Vargem Bonita, Distrito Federal

(latitude 15° 55’ S. Longitude 47° 51’ W e altitude de 1080 metros). O clima da regiao

de tipo Aw segundo classificagdo Koppen (tropical estacional de savana), com

periodo chuvoso de outubro a marco e estacdo seca bem definida de abril a

setembro. A precipitacdo pluviométrica e a temperatura média durante a conducao

do experimento estdo representadas na Figura 3.1
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Figura 3.1 Distribuicdo da precipitagdo pluvial e temperatura média mensal da area

experimental no periodo de novembro de 2014 a abril de 2015 (Fonte: Estagéo

meteorolégica automatica da Fazenda Agua Limpa — UnB).
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O experimento de longa duracdo de consorciacdo de milho com gramineas
forrageiras foi instalado no ano de 2007 e vem sendo conduzido deste entdo, tendo
sido obtidas informacdes relacionadas com a matéria organica e infiltracdo da agua
no solo (Sato et al., 2012), ciclagem de carbono e nitrogénio no solo (Coser et al.,
2012; Carmo et al., 2012) e ocorréncia e diversidade de fungos micorrizicos

arbusculares (Ramos et al., 2012).

Os sistemas de manejo foram estabelecidos em sistema de plantio direto,
sendo: M — milho em sistema de monocultivo (hibrido BG 7055); MA — milho
consorciado com Panicum maximum cv. Aruana; MB — milho consorciado com
braquiaria (Urochloa humidicola), B — Urochloa humidicola; A — Panicum maximum
cv. Aruana, dispostos em delineamento em blocos casualizados, com trés
repeticdes, totalizando 15 parcelas e C - uma area de referéncia de Cerrado Nativo,
localizada préxima ao experimento. Para os sistemas de manejo cada parcela
ocupou uma area de 80 m2 (10 m de comprimento e 8 m de largura), eliminando-se

a bordadura (1 m) a parcela ficou com area util de 48 m?,

Algumas atributos quimicos do solo na camada de 0-20 cm antes da

implantacédo do experimento encontram-se na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Caracterizagcdo quimica do solo da area experimental antes da instalacdo do experimento

em 2014. pH (pH); aluminio trocavel (AI**); calcio+magnésio (Ca+Mg); fésforo (P) e potasio (K).

TRATAMENTOS pH Al* Ca+Mg K P
M 5.1 0 3.6 51 3.7
MA 4.9 0.1 2.9 58 43
MB 5 0 3.4 61 11.6
A 5.3 0 4.2 56 2.1
B 5.2 0 3.3 53 3.4
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O solo da area experimental foi classificado como Latossolo Vermelho
distréfico tipico (EMBRAPA, 2006). A area experimental estava sob pastagem de
capim Andropogon gayanus, variedade Planaltina, por um periodo de seis anos
antes da instalacdo do experimento. Para a montagem das parcelas a area foi
arada, gradeada e calcareada de acordo com as exigéncias requeridas a partir da
analise quimica do solo. A quantidade de calcario aplicada na area baseou-se na
elevacdo da saturacdo de bases para 50%, foi aplicado 0,23, 1,03 e 0,39 para as
parcelas de milho em sistema de monocultivo, milho em consorcio com U.
humidicola e milho consorciado com P. maximum cv. Aruana respetivamente. No
milho, as parcelas do experimento receberam, 120 kg de N ha, 100 kg de P,Os ha™
e 90 kg de K,0 ha™, sendo que 20 kg ha™ de N e 40 kg ha™ de K,O foram aplicados

nos plantios e o restante foi aplicado em duas coberturas.

O espacamento entre linhas do milho foi de 0,50 m e a densidade de sete
plantas por metro linear. As forrageiras foram semeadas a lanco (20 kg ha™). As
areas sob pastagens foram rocadas com o auxilio de rocadeira costal, antes do
plantio do milho, nas parcelas consorciadas e nas parcelas de monocultivo, no
mesmo periodo, antes no inicio do ciclo de cada safra. Os tratos culturais utilizados
na cultura do milho foram: controle da lagarta do cartucho, com inseticida do grupo
quimico Benzoiluréia (Lefenurom) na dose de 300 mL ha' e, nas parcelas
consorciadas para o plantio de milho, o crescimento das forrageiras foi controlado

com a utilizacao de capina manual e sob doses de glifosato.
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3.2 Coleta de amostras e armazenamento

Foram coletadas amostras de solo e raiz na safra 2014-2015, na floracdo da
cultura do milho (marco 2015), na profundidade de 0-10 cm com o auxilio de um
trado de tipo holandés para o solo e uma pa para as raizes ha mesma profundidade.
Nas coletas de solo foi feita uma amostra composta de cinco subamostras coletadas
no centro da parcela, perpendicular as linhas de plantio do milho, coletando-se na

linha e entrelinha de plantio.

Para as amostras, de raizes foram escolhidas cinco plantas nas linhas centrais
da parcela, sendo uma planta em cada linha de plantio do milho em forma
perpendicular as linhas. Nas areas de pastagem, a amostra composta do solo foi
coletada a partir de cindo pontos da parcela util, sendo quatro nas extremidades e
uma no centro da parcela. Para as raizes foi feito 0 mesmo esquema da coleta de
solo. O solo coletado da area do Cerrado foi realizado da mesma maneira para as

parcelas sob pastagem.

As amostras de solo foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas
em caixas térmicas contendo gelo e levadas ao laboratério de Bioquimica do solo da
UnB. Uma parte das amostras, com aproximadamente 20 g, foram armazenadas em
ultra freezer (-80°C), para posterior conducdo da extracdo do DNA, para avaliacao
da estrutura da comunidade de fungos micorrizicos arbusculares por métodos
moleculares. Cerca de 500 g das amostras de cada tratamento foram separadas e
acondicionadas na camara fria 5°C com umidade de 5 a 10%, para a avaliacao da
densidade de esporos, classificacdo taxondmica e analises bioquimicas. As

amostras de raiz foram separadas totalmente do solo e lavadas com agua corrente
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até a eliminacdo de toda impureza e armazenadas em frascos contendo alcool a

50% até o momento da analise da taxa de colonizacdo micorrizica.

3.3 Analises de fertilidade do solo

As amostras do solo foram analisadas de acordo com a metodologia a seguir:
para o pH utilizou-se TFSA (terra fina seca ao ar e passada em peneira n° 2) diluido
em agua em relacdo 1:2,5 e leitura com o pHmetro; Ca, Mg e AI** trocavel foram
extraidos com KCI 1 mol L™ e analisados por titulometria; P e K foram extraidos pelo
método Mehlichl e analisados por espectrofotometria e fotbmetro de chama,
respectivamente conforme EMBRAPA, (1997); a matéria organica e carbono
organico total foi determinada pelo método de Walkley-Black com algumas

adaptacdes da EMBRAPA, (1997).

3.4  Anélises microbiol6gicos do solo

3.4.1 Carbono da biomassa microbiana

O carbono da biomassa microbiana (Cmic) foi determinado pelo método
cloroférmio fumigacéo-extracdo (CFE) proposto por Vance et al, (1987). As amostras
do solo (20 g) foram elevadas a 100% da capacidade de retencdo de agua e pre-
incubadas no escuro por sete dias a temperatura a ambiente. Metade das amostras
foram fumigadas por 24 horas em um dessecador, contendo uma placa de Petri com
25 mL de cloroformio, nesse periodo amostras nédo fumigadas foram mantidas a

temperatura ambiente.
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A extracdo do carbono microbiano foi realizado com 70 mL de sulfato de
potassio 0,5 M (K.SO4) com pH ajustado para 6,5 e submetido a agitacao horizontal
(150 rpm) por 40 minutos e posteriormente o extrato foi filtrado utilizando-se papel
filtro. Ao extrato filtrado (8 mL) adicionaram-se 2 mL de dicromato de potassio 0,4 M
(K2Cr,07) e 15 mL de uma mistura de acido sulfurico concentrado (H.SO,4) e (Hs
PO,4) na proporc¢ao 1:2, aquecido 100 °C durante 30 minutos, em seguida diluido em
aproximadamente 20 mL de &gua destilada. O dicromato residual foi medido por
meio da titulacdo com uma solucdo de sulfato ferroso amoniacal na presenca de
difenilamina a 1%. A quantidade de carbono da biomassa microbiana foi
determinada pela diferenca entre o carbono extraivel do solo fumigado e o nédo

fumigado utilizando-se o fator de correcao kec=0,379.

3.4.2 Proteina do solo relacionada a glomalina - facilmente extraivel

Foi utilizada a metodologia proposta por Wright & Upadhyaya (1996) as
amostras de 1,0 g de solo foram autoclavadas com 2 mL de solugéo de citrato de
sodio (20 mM; pH 7,0) durante 30 minutos a 121 °C, seguida de centrifugagédo a
3.500 rpm durante 10 minutos. Para a quantificacdo da proteina sobrenadante duas
fragbes foram quantificadas através do ensaio de Bradford em espectrofotometro

(595 nm), tendo como curva-padrao soro albumina bovina (BSA).

3.5 Clareamento e coloracao das raizes (para estudo de micorrizagéo)

O clareamento das raizes e coloragdo das hifas dos FMAs para posterior

avaliacdo da colonizagdo micorrizica foi realizado pelo método proposto por Phillps
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& Hayman (1970). O clareamento foi efetivado pelo aquecimento das raizes em
solucdo de KOH a 10% a temperatura de 60° C em Banho Maria durante 30
minutos, apés clareadas foram lavadas com agua até eliminar os residuos da

solucéo para seguir a etapa de coloracao.

O processo de coloracéo foi realizado mediante a imersdo das raizes em uma
solucdo de azul de tripan a 0,05% em lacto-glicerol (1:1:1 &cido lactico glacial,
glicerol e 4gua) e aquecida a temperatura de 60° C em banho-maria durante 20
minutos, em seguida as amostras foram lavadas com agua destilada para retirar o
excesso da solucdo e armazenadas em frascos contendo glicerol a 50% para

posterior avaliacdo da taxa de coloniza¢do micorrizica.

3.6 Avaliacdo da taxa de colonizacdo micorrizica

Para a avaliacdo da colonizacdo micorrizica foi utilizado o método da Placa
Quadriculada proposta por Gionvanetti & Mosse (1980), foi realizada basicamente
pela observacado da presenca de estruturas fungicas na regido do cortex das raizes,
onde ocorre o desenvolvimento inter e intracelular de hifas, de arblsculos originarios
de ramificagbes de hifas internamente das células e de vesiculas que ocorrem intra

e extracelularmente.

Os segmentos das raizes foram espalhados na placa de Petri que possui no
fundo linhas quadriculadas de 1 cm fazendo-se a observacao na lupa da presenca e
auséncia de colonizacdo nas linhas verticais e horizontais, exatamente no ponto
onde as raizes cruzam as linhas, fazendo um minimo de 100 pontos e

posteriormente estimou-se a porcentagem de colonizacdo (%). Para esta analise
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foram avaliadas as raizes de milho em sistema de monocultivo e em consorcio e

para as pastagens foram avaliadas as parcelas em monocultivo.

3.7 Avaliacdo da densidade de esporos

Para avaliacdo da densidade de esporos dos FMAs, esporos foram
recuperados do solo pelo método do peneiramento Umido proposto por Gerdemann
& Nicolson (1963). 50 mL de solo foram diluidos em aproximadamente 1,5 L de 4gua
e batido no liquidificador durante 10 segundos com posterior decantacdo, seguido de
peneiramento em malhas de 1 e 0,045 mm, este processo repetido 4 vezes para
cada amostra. O material retido na peneira de menor tamanho foi transferido para
tubos falcom com adicdo de agua e centrifugados por 3000 rpm por 3 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e acrescentado uma solucdo de sacarose (60%) com
posterior centrifugacdo a 2000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante da centrifugagéo
foi entdo colocado na peneira de malha mais fina e lavado com agua corrente para
retirar 0 excesso de sacarose. A amostra de esporos extraidos foi entdo despejada
na placa canaleta para contagem dos esporos com a ajuda de um microscopio

estereoscopio.

3.8 Recuperacao de esporos em cultura de armadilha

Esta técnica foi realizada para a recuperacdo de espécies por meio da
formacado de esporos das espécies de FMAs que ndo foram recuperadas no campo
em forma de esporos. Esta técnica foi realizada em vasos de cultura armadilha como

descrito por Saggin-Junior et al. (2011) com algumas modifica¢des, consistiu na
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montagem de vasos de cultivo com capacidade de 500 mL. Foi utilizado um
substrato estéril composto de solo do horizonte B de um Latossolo argiloso e areia
em propor¢cdo 1:1 e autoclavado a 120 °C durante 1,5 horas. Preparou-se uma
mistura do substrato estéril com as amostras de solo provenientes de cada parcela
em relacdo 4:1 e depositado no vaso (volume final 500 mL). Como planta hospedeira
utilizou-se milheto, com aproximadamente 5 plantas em cada vaso, mantidas em

casa de vegetacdo durante 120 dias e irrigadas regularmente.

Apos 30 dias observaram-se algumas deficiéncias nas plantas, portanto
adicionou-se 20 mL de solucdo nutritiva (Hoogland & Arnon, 1950) sem fontes de P
uma vez por semana até a coleta. Aos 40 dias ap6s a emergéncia foram realizadas
podas periodicamente a cada 15 dias e submetidas a estresse hidrico (zero aporte
de agua) nas ultimas duas semanas com o objetivo de estimular a producédo de

esporos dos FMAs.

3.9 Avaliacdo da diversidade de FMAs por meio de caracteristicas

morfolégicas dos esporos

AplOs a contagem dos esporos, estes foram agrupados em morfotipos de
acordo com suas caracteristicas morfoldgicas observadas como cor, tamanho e
ornamentacdo da parede do esporo com o0 auxilio de um microscopio
estereoscopico. A partir do agrupamento foram confeccionadas laminas
permanentes para a identificacdo visual em meio de PVLG (Polivinil-Lactoglicerol) e
PVLG com reagente de Melzer, os esporos foram quebrados médiante uma pressao
leve exercida na laminula para visualizacdo das estruturas das paredes dos esporos

em microscopio Optico. As laminas montadas foram avaliadas apds trés dias,
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guando completamente secas. A descricdo de espécies foi realizada conforme os
sites da “International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular
Mycorrhizal Fungi” (INVAM, 2016); e do “Arbuscular mycorrhizal fungi
(Glomeromycota), Endogone and Complexipes species deposited in the
Departament of Plant Pathology, University of Agriculture in Szczecin, Poland”

(JANUSZ BLASZKOWSKI, 2016).

3.10 Avaliacédo da estrutura da comunidade de FMAs por meio de PCR-DGGE

3.10.1 Extracdo de DNA do solo

A extracdo de DNA do solo para PCR foi realizada com a utilizacdo do
FastDNA® SPIN kit for soil com as recomendacfes do fabricante e algumas

modificacdes.

A extracdo consistiu nas seguintes etapas: colocaram-se 500 mg da amostra
do solo nos tubos de lise que continham silica e adicionaram-se 978 pL de tampé&o
de fosfato de sbédio (pH 8,00 e 122 mL de tampdo MT, posteriormente
homogeneizado a 8000 rpm por 40 segundos no Vortex seguido de uma
centrifugacéo a 12000 rpm por 7 minutos. O sobrenadante entédo foi despejado para
um tubo eppendorf de 2 mL de capacidade e adicionaram-se 250 uL da solucao de
precipitacdo de proteinas, homogeneizando-se manualmente por inversao continua

e em seguida centrifugado a 12000 rpm por 7 minutos.

O sobrenadante foi conduzido para um tubo estéril de 15 mL, adicionou-se 1
mL do Binding Matrix Superior, em seguida misturada por inversdo continua durante

2 minutos e subsequentemente deixado em repouso por 3 minutos a temperatura
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ambiente. Apds esse periodo, descartou-se 500 puL do sobrenadante e o restante foi
re-suspendido com uma pipeta e transferidos 600 pL para o tubo filtro e centrifugado
a 12000 rpm por 90 segundos. O produto liquido resultante da centrifugacao foi

descartado e o procedimento foi reproduzido novamente com a solucéo restante.

Posteriormente, foram adicionados 500 uL de SEWS-M (lavagem de sais e
etanol) ao filtro seguido de uma centrifugacdo a 12000 rpm por 90 segundos, 0
filtrado foi descartado e novamente centrifugado por 3 minutos. O filtro foi transferido
para um tubo estéril e deixado em repouso por 5 minutos & temperatura ambiente,
posteriormente foram adicionados 30 pL da solu¢cdo DES e incubado no bloco a 55
°C durante 5 minutos e finalmente uma nova centrifugacdo a 12000 rpm por 90

segundos para o descarte do filtro.

Depois de completado a extracao verificou-se a quantificacdo do DNA extraido
através de gel de agarose a 1,2%. As amostras aplicadas ao gel foram preparadas

com 3 pL do DNA extraido e 5 pL de corante (azul de bromofenol).

A eletroforese foi conduzida em tampédo TBE 1X a 80 volts e 400 amperes
durante uma hora, posteriormente foi colocado numa solucdo de brometo de etidio
(2ug / mL) durante 20 minutos. A revelagédo da imagem foi realizada sob luz UV com
ajuda de um fotodocumentador pelo programa Loccus Biotecnologia — Lpix Image.

As amostras foram mantidas no freezer a -20°C para a sua conservagao.

3.10.2 Reacgédo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi feita conforme descrito por Liang et al. (2008) com algumas

modificacdes, os fragmentos de rDNA foram amplificados com os iniciadores
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especificos para FMAs AM1 (5-GTTTCCC- GTAAGGCGCCGAA-3') e NS31 (5'-
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3') na primeira reagao, seguido de uma segunda
reacao de nested-PCR com os primers Glo1 (5-GCCTGCTTTAAACACTCTA- 3') e
NS31GC (5'- CGCCCGGGGLCGLCGLLCLCLCGGGLGGEGGLEGGGGLAC-
GGGGGTTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3') na segunda reagao de PCR. Para a
segunda PCR, um grampo GC foi adicionado ao terminal 5’ do iniciador NS31GC
para prevenir a completa desnaturacdo dos amplicons durante a eletroforese em gel

com gradiente desnaturante (DGGE).

A primeira reacédo foi composta de 1 pL do DNA amostra (diluido na proporcéo
de 1:10); 0,125 pL de enzima Taqg polimerase; 1,25 yL de tampao 10x com MgCly;
0.25 pL de dNTP’s (0,2 mM); 3,75 uL de BSA (0,3mg/mL); 0,625 pL dos primers
AM1 e NS31 (0,5 mM) e agua mili-Q (dgua ultra pura) completando para um volume
final de 12,5 pL na programacéao seguinte: desnaturacao inicial de 1 minuto a 94 ° C,
1 minuto a 66 °C e 90 segundos a 72 °C, seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 94
° C, 1 minuto a 66 °C e 90 segundos a 72 °© C e uma ultima extensdo a 72 ° C

durante 10 minutos.

Para a segunda reacado, o produto da primeira reacdo de PCR foi diluido em
agua mili-Q a 1:10. O volume final para esta reacdo foi de 50 pL contendo 1 pL do
DNA amostra; 0,125 pL de enzima Taq polimerase; 5 uL de tampéo 10x com MgCly;
1,5 puL de dNTP’s (0,2 mM); 1 uL dos primers Glol e NS31GC e 36 pL de agua mili-
Q seguido da seguinte programacao: desnaturacdo inicial de 5 minutos a 95 °C,
seguido por 35 ciclos de desnaturacdo de 45 segundos a 94 °C, anelamento de 45
segundos a 55 °C e extensdo durante 1 minuto a 72 °C e uma ultima extensdo a 72

°C durante 30 minutos.
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Para a verificacdo das amplificacbes das PCR’s realizou-se uma corrida do
produto em gel de agarose a 1,2 %. Foi adicionado 3 pL da amostra diluida em 5 pL
de azul de bromofenol, também foi colocado 3 pL de marcador molecular de 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen®) para a verificacdo dos tamanhos das bandas
geradas no gel. A corrida dos produtos das PCR’s no gel e a revelagao dos géis foi
realizada sob o mesmo procedimento utilizado para a verificacdo da extracdo do

DNA do solo (item 3.10.1).

3.10.3 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante

Os géis de poliacrilamida a 8% (w / v) foram feitos com uma gradiente de
desnaturacdo entre 35 e 55% (uréia-formamida), e os produtos de PCR foram
aplicados na quantidade de 25 pl adicionados a 20 ul de corante (2% de azul de
bromofenol, 2% de xileno cianol, glicerol 100%, agua Milli-Q). A corrida do gel de
DGGE foi feita usando-se o sistema de eletroforese vertical com voltagem constante
de 60 V e temperatura de 55°C por um periodo de 18 horas em tampao 0,5X TAE.
Uma pré-corrida de 1 hora foi realizada com os mesmos parametros para uma

limpeza inicial do gel.

Ap0s a corrida, os géis foram corados com brometo de etideo (2ug / mL) por 20
minutos, posteriormente, descorados em agua destiliada por 5 minutos. As bandas
foram visualizadas em transiluminador U.V. com posterior fotografia do gel pelo

programa Loccus Biotecnologia — Lpix Image.
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3.11 Tratamento estatistico dos dados

A avaliacdo do efeito dos sistemas de consorcio sobre a produtividade do milho
e nos atributos quimicos e bioldgicos do solo, densidade de esporos, indices de
riqueza, colonizacdo micorrizica e produtividade da cultura foi conduzida com a uma
analise de variancia utilizando o programa estatistico Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2010).
Para as variaveis nas quais foi observado efeito significativo dos tratamentos, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nivel de 5% de
significancia. Os dados dos esporos recuperados foram transformados em log (X+1)

e de colonizacéo radicular em arcsen (X / 100)°° para este anélise.

A analise de similaridade entre as areas de estudo em funcéo da diversidade
de espécies de FMAs, avaliada pela observacdo e identificacdo dos esporos
recuperados do solo, foi conduzida utilizando o indice de Bray-Curtis. A partir da
matriz de similaridade gerada procedeu-se uma analise de agrupamento, com o
auxilio do programa Primer 5 (Primer-E, 2001). O indice de Bray-Curtis pode ser
expresso como uma proporcdo de similaridade ou dissimilaridade (distancia) na
abundancia das espécies. Em qualquer um dos casos seus valores vdo de um
maximo de um ao minimo de zero. Essa padronizagcdo no intervalo entre um e zero

facilita a interpretacdo e comparacao. (BRAY;CURTIS, 1957).

Para a avaliacdo da estrutura da comunidade dos FMAs foram analisados 0s
perfis de DGGE com a criacdo de uma matriz de presenca/auséncia das bandas
utilizando o programa Bionumerics (Applied Biosystems), utilizado também para a
conducdo das andlises de cluster (Dendograma de tipo UPGMA) utilizou-se o

coeficiente de Jaccard como matriz de similaridade.
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Para avaliar as possiveis relacdes existentes entre os atributos do solo e a
diversidade de fungos micorrizicos arbusculares presentes nas areas em estudo,
utilizou-se a andlise de componentes principais (ACP). Para isto foi utilizado o

programa CANOCO (TER BRAAK & SMILAUER, 1988).
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Avaliar a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares e sua relacdo com
atributos quimicos e microbiolégicos do solo sob diferentes sistemas de manejo no

Cerrado

4.2. Objetivos especificos

e Avaliar a produtividade de do milho em monocultivo e em consércio com

forrageiras no Cerrado
e Avaliar os atributos do solo em diferentes sistemas de manejo no Cerrado

e Avaliar a dinamica dos FMAs (colonizacdo micorrizica e densidade de

esporos) em diferentes sistemas de manejo no Cerrado

e Avaliar a estrutura da comunidade de FMAs pela técnica morfolégica e

molecular PCR-DGGE em diferentes sistemas de manejo no Cerrado

e Avaliar a relacdo da ocorréncia dos FMAs com os atributos do solo em

diferentes sistemas de manejo no Cerrado
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 Produtividade do milho sob monocultivo e em consoércio com

forrageiras em sistema plantio direto

A produtividade do milho cultivado em sistema de consoércio com as forrageiras
U. humidicola e P. maximum cv. Aruana em SPD néao diferiu significativamente da
produtividade do milho em sistema monocultivo em SPD (Tukey, p < 0,05), ndo
obstante foi observado uma tendéncia a maior producdo de graos na area de milho
em sistema monocultivo com produtividade de 17821 kg ha™’ e para as areas de
consorcio foram encontrados valores de 13857 kg ha' para area de milho em
consércio com U. humidicola e 12769 kg ha® para o milho consorciado com P.

maximum cv. Aruana (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 Produtividade de milho (kg/ha™) em diferentes sistemas de manejo: milho em sistema
monocultivo (M); milho em consdércio com P. maximum cv. Aruana (MA); e milho em consoércio com U.
humidicola (MB).

TRAT PRODUTIVIDADE
M 17821 +3887.6 a
MA 12769 + 3768.3 a
MB 13857 +2955.1 a
Média 14816 + 3849.1
CV % 21.75

Os dados representam a média de trés repeticdes + Desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade.
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Coser (2013) observou na mesma éarea do experimento na safra 2010/2011
gquando o espacamento da parcela foi de 0,90 m que os sistemas de consércio
(milho em consércio com P. maximum cv. Aruana e milho em consércio com U.
humidicola) ndo apresentaram diferenca na produtividade, observando valores em
media de 11118 kg ha™ e para a area do milho quando em sistema de monocultivo
em SPD apresentou produtividade de 9552 kg ha™. No presente trabalho, embora
nao encontrou-se diferenca, é observado que o milho quando consorciado com
Urochloa humidicula reduz em 22,2% e em consoércio com P. maximum cv. Aruana

reduz em 28,3% quando comparados com o milho em sistema de monocultivo.

Garcia et al. (2013) em um estudo conduzido em um Latossolo Vermelho
distréfico demonstrou que a produtividade do milho em sistema plantio direto sob
monocultivo e em consorcio com forrageiras (P. maximum cv. Tanzénia e P.
maximum cv. Mombaca; U. brizantha cv. Marandu e U. ruziziensis) em espacamento
de 0,90 m n&o diminui a produtividade do milho quando comparados entre si. Borghi
& Crusciol (2007) também observaram gue o consorcio de milho com U. brizantha
simultaneamente (na linha e entrelinha) em espacamentos de 0,90 m a
produtividade do milho nédo difere significativamente quando comparado com milho
em sistema monocultivo, mas observando uma diminuicdo de 16,5%. Nesses
mesmos sistemas foram observadas diferencas de -21,1%, na area de milho

consorciado, quando as linhas de cultivo foram reduzidas para 0,45m.

No presente estudo, a pequena diminuicdo da produtividade dos sistemas em
consorcio pode estar atribuida as pastagens consorciadas, em que a competicao
pelos nutrientes é maior quando comparadas as culturas em sistema de

monocultivo. O milho quando consorciado com pastagens pode diminuir a
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produtividade quando a densidade por area for alta (SILVA et al., 2015), no entanto
a densidade de plantas forrageiras néo foi elevada para competir como o milho, pois
este se desenvolveu mais rapido impedindo a entrada de luz para as forrageiras,

ocasionando um retardo no desenvolvimento dessas plantas (CECCON, 2013).

Com as plantas forrageiras pouco desenvolvidas, a cultura do milho obteve
vantagem em aproveitar os nutrientes do solo, considerando que aproximadamente
de 60 a 70% de nitrogénio e 85% de potassio sdo extraidos antes da floracdo da
cultura (DUARTE et al., 2003), visto que nesse estadio as forrageiras ndo se tornam
competentes para a extracdo de nutrientes do solo. Outro fator que poderia ter
influenciado na produtividade do milho em sistema de monocultivo foi o alto teor de

P encontrado no solo (Tabela 5.2).
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5.2 Atributos quimicos e microbioldgicos do solo cultivado em sistema de

monocultivo de milho e em consorcio com forrageiras

5.2.1 Atributos quimicos do solo

Os atributos quimicos do solo apresentaram diferencas significativas entre os
diferentes sistemas de manejo, quanto aos valores de Al e P (Tabela 5.2). O

aluminio trocavel (A"

) foi maior na area de milho em sistema monocultivo, ja que
este apresentou valores de pH menores em relacdo aos outros tratamentos e o Al**
esta relacionado ao fator pH (ZAMBROSI et al., 2007). Para o P (fésforo) foram

encontrados teores baixos nas areas sob pastagens e milho consorciado com

pastagens.

Nas areas sob diferentes sistemas de manejo, exceto o milho em sistema
monocultivo, os baixos teores de P (25,81 mg dm™ em média) podem ser explicados
pelo fato das pastagens serem altamente extratoras de nutrientes do solo e
possuirem maior cobertura da area, explorando assim maior area do solo, mesmo
tendo sido aplicado fonte de P da mesma forma que na area do milho em sistema de
monocultivo. As pastagens dos géneros Urochloa e Panicum respondem de maneira
eficiente a adubacéo fosfatada, pois gramineas pertencentes a estes géneros tém
alta capacidade de absor¢édo desse elemento no solo (CANTARELLA et al., 2002),
portanto é provavel que as pastagens tenham extraido maior quantidade de P do

solo.
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Tabela 5.2 Atributos quimicos do solo: pH (pH); aluminio trocavel (A

3+
I

); calcio+magnésio (Ca+Mg); fosforo (P); potasio (K); carbono orgéanico total (COT) e

materia organica (MO) em diferentes sistemas de manejo: milho em sistema monocultivo (M); milho em consércio com P. maximum cv. Aruana (MA); milho

em consorcio com U. humidicola (MB); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area sob pastagem U. humidicola (B) e area nativa de Cerrado (C)

como area de referéncia. Em solo Latossolo Vermelho distréfico tipico no Cerrado, DF.

ATRIBUTOS QUIMICOS

pH AI% Ca+Mg P K MO coT
TRATAMENTOS ..., cmoledm™ ..... ..., mg/dm>....... ... o

M 56+0,1a 021+01b 301+04a 70,53 +3,3a 73,68 +3,3a 515+0,4a 299+24a

MA 57+0,1a 0,10+0,1a 343+11a 13,42 + 22,2b 68,57 + 22,2 a 4,72+0,2a 274+10a

MB 56+02a 0,08+0,0a 371+07a 22,97 +23,2b 68,57 + 23,2 a 457+0,1a 265+ 0,4 a

A 58+0,1a 0,05+0,0a 3,38+0,3a 15,49 + 15,4b 4961+154a 444+0,1a 258+ 0,8 a

B 59+0.2a 0,05+0,0a 460+09a 6,61+99b 67,84+99a 480+05a 278+2,7a

Média 55+ 0,5 0,23+0,3 3,08+1,5 22,01 + 26,3 62,32 + 16,8 4,77 +0,4 27,69+2,1
CV (%) 2,45 35,94 21,60 62,28 25,61 6,94 4,84
AREA DE REFERENCIA pH Al** Ca+Mg P K MO coT
...... cmoledm™. .. ... o .....mgldm>®. ... L. o

C 4.4+0.0 0.85+ 0.0 0.30+0.0 3.01+0.0 4559 + 1.1 4.96 +0.3 28,8+2,0

Os dados representam a média de trés repeticGes + Desvio padrdo. Letras iguais dentro da coluna nao diferem significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05).

41



Outra hipotese dos altos de P na area do milho em monocultivo em sistema de
plantio direto séo atribuidos a adicdo deste nutriente nas camadas superficiais e aos
teores altos de matéria organica encontrados no solo, isto devido ao maior aporte de
residuos organicos e, por conseguinte a sua reciclagem pela mineralizacdo dos
residuos depositados na camada superficial (ANGHINONI et al., 2007), outra
explicacdo, poderia ser um erro da amostragem, pois este elemento é aplicado ao
lanco e, devido a sua porca mobilidade no solo, pode ser que durante a coleta foi

recolhido solo com altas concentracdes de P,0s,

Observa-se na area de referencia (area de Cerrado) teores baixos de P (3,01
mg dm™), ja que este elemento esta relacionado com sua caracteristica natural, com
teores de P quase sempre inferiores a 1 mg dm™> (CORREIA et al., 2004). Esta
mesma area apresentou pH baixo (pH 4,4) em relacéo as areas de cultivo (sistemas
de manejo), em funcdo da correcdo do pH das areas cultivadas, pela aplicacdo de
calcério dolomitico no manejo da acidez do solo, observasse correlacdo positiva

(0,8639) deste atributo com o pH do solo (ver Tabela 5.4).

A matéria organica (MO) do solo ndo diferiu estatisticamente (Tukey, p < 0,05)
entre os diferentes manejos do solo, variando de 5,15 % para a area de milho em
sistema de monocultivo a 4,44 % para a area sob pastagem P. maximum cv.
Aruana. Cabe mencionar que durante o estabelecimento destes sistemas de manejo
do solo o teor de MO no solo das parcelas era relativamente menor em comparagao
com a atual. De acordo com o historico da area, quando estabelecido estes sistemas
na safra 2007/2008, os teores de MO eram similares entre as areas agricolas
guando comparadas entre si, mas o teor de matéria organica encontrado nessa
safra foi inferior a 4%, na mesma camada de estudo (0-10 cm), de acordo com Sato

et al. (2012). ApOs seis anos de o0 experimento ser conduzido, observar-se que estes
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sistemas de manejo aumentaram os teores de matéria organica no solo, o que indica
gue estes sistemas de manejo, apds alguns anos, tém a capacidade de elevar os
teores de MO e torna-los similar a area nativa do Cerrado, isto devido as maiores
taxas de deposicdo de biomassa vegetal nas camadas superficiais e menor eroséo
pelo minimo revolvimento do solo (ANGHINONI, 2007), assim também, ao maior

volume do sistema radicular das forrageiras no solo (SALTON & TOMAZI, 2014).

Da mesma forma o carbono organico total (COT) ndo apresentou diferencas
significativas (Tukey, p < 0,05) entre as areas estudadas, apresentando teores que
variaram de 29,9 a 25,8 g kg™ (Tabela 5.2). Em um estudo conduzido por Carmo et
al. (2012) na mesma area de estudo na safra 2009/2010, foram encontrados dados
variando de 22,6 a 20,6 g kg' na profundidade de 0-5 cm, esses autores
observaram os maiores valores nas areas de milho em sistema de monocultivo,
milho em consércio com P. maximum cv. Aruana e milho consorciado com U.
humidicola sendo esta Ultima similar as areas sob pastagens (P. maximum cv.

Aruana e U. humidicola) os quais apresentaram os valores mais baixos.

Santos et al. (2015) encontraram valores similares em solo Latossolo Vermelho
distrofico em areas com sucessao de culturas, tendo como cultura principal na safra
a soja e na entressafra milho, milho em consércio com Urochloa brizantha, area sob
pastagem Urochloa brizantha e &rea com vegetacdo espontanea com valores
variando de 32,54 a 27,55 g kg, os valores mais altos encontrados nesse estudo
foram nas areas sob pastagem e milho consorciado. Carneiro et al. (2008)
encontraram similaridade entre as areas sob pastagem (U. decumbens) e area do
Cerrado em um Latossolo Vermelho apresentando valores de 22 e 21,6 g kg, esses
autores observaram que as areas sob pastagens, com o manejo adequado durante

varios ciclos, podem elevar valores de COT.
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Valores altos de COT no solo podem ser atribuidos pela vasta quantidade de
raizes das gramineas, que abrangem maior extensdo do solo e pelas praticas de
minimo revolvimento do solo, sendo esses dois fatores contribuintes para a
conservacao da estrutura do solo evitando a exposicdo da matéria organica a

processos de oxidacao bioldgica em altas taxas (CARNEIRO et al., 2008).

5.2.2 Atributos microbiolégicos do solo

5221 Carbono da biomassa microbiana

No presente estudo o Cmic nao diferiu estatisticamente (Tukey, p < 0,05) entre
as areas estudadas, no entanto os maiores teores foram encontrados na area de
milho em consoércio com P. maximum cv. Aruana e area sob pastagem P. maximum
cv. Aruana com 220,22 e 205,22 mg/kg™ respectivamente. As areas sob pastagem
U. humidicola, milho em sistema de monocultivo e em consoércio com U. humidicola
apresentaram valores inferiores a 130 g/kg™t (Tabela 5.3), o que pode ter sido
atribuido ao ambiente rizosférico das Braquiarias (género Urochloa) no solo, pois
sabe-se que a microbiota do solo tém preferéncia por determinadas espécies
vegetais, uma vez que depositam no solo diferentes compostos organicos
(exsudados) em quantidades e qualidades distintas, além de depositarem
substancias alelopaticas que diminuem a populacdo da microbiota do solo

(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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Tabela 5.3 Atributos microbiolégicos do solo: carbono da biomassa microbiana (Cmic); quociente microbiano (qMic) e protein do solo relacionada a glomalina
— facilmente extraivel (PSRG-FE) em diferentes sistemas de manejo: milho em sistema monocultivo (M); milho em consércio com P. maximum cv. Aruana
(MA); milho em consércio com U. humidicola (MB); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area sob pastagem U. humidicola (B) e area nativa de

Cerrado (C) como area de referéncia. Em solo Latossolo Vermelho distréfico tipico no Cerrado, DF.

ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS

Atributos Cmic gMic PSRG - FE
TRATAMENTOS mg kg-1 % (mg/g)
M 11821+232a 039+0,1a 2434014
MA 220,74+ 114,1a 0,79+04a 2344024
MB 12591223 a 0,47 +0,1a 230+02a
A 205,22 +55,9 a 0,80t0.2a 215403a
B 111,02+ 64,8 a 040%0.2a 238+03a
Média 172,35+ 76,3 0,63+0,3 261+0,7
CV (%) 38,15 38,88 10,45
AREA DE REFERENCIA Cmic gMic PSRG - FE
mg kg-1 % (mg/g)
C 253,01 £ 0,0 0,88%0,1 404+ 0,0

Os dados representam a média de trés repeticdes + Desvio padréo. Letras iguais dentro da coluna nao diferem significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05).



Diversos estudos mostram que em areas agricolas (PEREZ et al., 2004),
culturas anuais (RAMBO et al., 2014) e areas sob pastagem (D’ANDREA et al.,
2002), sao encontrados teores baixos do carbono da biomassa microbiana (Cmic),
gquando comparados com areas nativas, no entanto se observa que as areas de
milho em consoércio com P. maximum cv. Aruana e area sob pastagem P. maximum
cv. Aruana apresentaram dados similares quando comparadas com a area de

referencia (area de Cerrado).

Em um trabalho conduzido por Santos et al. (2015) em um Latossolo Vermelho
distréfico, na entressafra, apds a cultura de soja, observou-se teores de Cmic
similares em &reas de milho, milho em consércio com U. ruziziensis e area sob
pastagem U. brizantha. Em outro trabalho feito por Araudjo et al. (2007), em um
Latossolo Vermelho Amarelo distréfico tipico observou-se similaridade entre a area
sob pastagem U. decumbens e area nativa do Cerrado quando estabelecido durante
varios anos, sendo os valores encontrados para a area de Cerrado e para a area
sob pastagem de 532,07 e 400,79 mg/kg™ respetivamente, isto foi observado na
camada superficial de 0-5 cm. No entanto, em areas sob pastagens estabelecidas
com manejo continuo durante varios anos, os teores de Cmic podem se igualar com
areas nativas (ARAUJO et al., 2007), inclusive serem maiores que areas

preservadas (RAMBO et al., 2014).

Segundo o historico do experimento na coleta da safra 2007/2008 e 2009/2010
(CARMO, 2011) as parcelas sob diferentes sistemas de manejo aumentaram para a
segunda safra apresentando variabilidade alta, observando que a area de milho
consorciado com P. maximum cv. Aruana ndo apresentou alta variabilidade sendo
os valores encontrados para essas safras de 221,32 e 262,83 mg/kg™’, esse mesmo

autor também realizou uma coleta na entressafra em novembro de 2011 obtendo
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valores de 224,05 mg/kg™ e, observando para o presente estudo (safra 2014/2015) o
valor de 220,74 mg/kg™ é possivel que para esta, a comunidade microbiana néo é

alterada pelo sistema de manejo adotado.

5.2.2.2 Quociente microbiano

Os valores encontrados do quociente microbiano (gMic) ndo apresentaram
diferencas significativas (Tukey, p < 0,05) variando de 0,80 a 0,39 %, sendo o0 maior
valor para a sob pastagem P. maximum cv. Aruana e o menor para area de milho
em sistema monocultivo, mas observando que estes valores foram inferiores a area

de referéncia Cerrado (Tabela 5.3).

Geralmente os solos das areas preservadas apresentam maiores valores deste
indice em comparacdo as areas agricolas no Cerrado (D’ANDREA et al., 2002;
SILVA et al., 2007). No entanto, em um estudo de efeito nas atividades microbianas
do solo a diferentes residuos organicos durante 20 dias sob condi¢des controladas
em solo Latossolo Vermelho conduzido por Belo et al. (2012), observaram que 0s
residuos de origem de pastagem braquiaria (U. ruziziensis) depositados no solo
aumentaram os valores deste indice (0,7%) em comparacdo com palhada de milho
depositado no solo (0,5%), inclusive da serapilheira (0,2%) concluindo que os
residuos desta pastagem (braquiaria) promovem incrementos na atividade

microbiana.

Embora ndo foram encontradas diferencas entre as areas sob diferentes
sistemas de manejo, pode-se observar que a presenca da pastagem P. maximum

cv. Aruana apresentam variacoes leves comparadas com a area de Cerrado.
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Muito possivelmente, a biomassa microbiana foi estimulada pela presenca das
gramineas, principalmente as areas com presenca de P. maximum cv. Aruana, pois
estas possuem um sistema radicular denso e em constante renovacdo e pela
liberacdo de diversas substancias organicas (exsudados, mucilagens e secrecdes)
depositados no solo, o qual disponibiliza nutrientes para a microbiota do solo

(D'’ANDREA et al., 2002).

5.2.2.3 Proteina do solo relacionada a glomalina - facilmente extraivel

(PSRG-FE)

Neste estudo a PSRG — FE nédo apesentou diferencas significativas (Tukey, p <
0,05) entre as areas de cultura (milho em sistema monocultivo), areas sob consércio
(milho em consoércio com pastagens (P. maximum cv. Aruana e U. humidicola)) e
areas sob pastagens (P. maximum cv. Aruana e U. humidicola) quando comparadas
entre si. No entanto, observa-se que a area de Cerrado apresentaram diferencas
significativas, sendo que a area preservada (Cerrado) apresentou 0s maiores teores
(4,04 mg/g) e as areas sob diferentes sistemas de manejo apresentaram valores

variando de 2,15 a 2,43 mg/g (Tabela 5.3).

Os menores teores da PSRG-FE encontrados nas areas sob diferentes
manejos do solo podem ser justificados pela montagem das parcelas no inicio do
experimento (safra 2007/2008), que ocasionou alteragdes no solo devido as praticas
utilizadas durante a implantacdo das culturas e das pastagens. Considerando-se que
a area foi arada, gradeada e calcareada antes da semeadura alterando a estrutura
do solo e, consequentemente alterando também a estrutura e a dinamica da

comunidade micorrizica (MIRANDA et al., 2007). Ja em ambientes naturais, a
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auséncia de intervencbes antropicas promove condicbes favoraveis para o
crescimento das estruturas fungicas e, por conseguinte a producédo e conservacao

dessa proteina (SOUSA et al., 2012).

A PSRG-FE por ser produzida em grandes quantidades pelos FMAs, é aderida
as particulas do solo contribuindo para a formacéo dos agregados e permanecendo
durante muito tempo no solo devido a sua caracteristica de recalcitrancia e a
insolubilidade em agua que possui (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), portanto na area
do Cerrado (area nado perturbada), os teores de PSRG-FE foram maiores ja que a
estrutura do solo ndo foi alterada. J& nas areas sob diferentes sistemas de manejo
do solo, que foram submetidas a aracdo e gradagem, esta proteina provavelmente
pode ter sido deslocada para as camadas inferiores, pois as camadas de solo foram
revolvidas alterando a camada superficial (camada de coleta 0-10 cm) e as camadas
inferiores a esta, uma vez que os FMAs tém maior ocorréncia e atividade nas

camadas superficiais.

Em éareas de culturas convencionais sdo encontrados menores teores dessa
proteina quando comparados com areas nativas ou areas de baixo revolvimento do
solo, como o sistema de plantio direto, uma vez que o revolvimento do solo destroi
as hifas fangicas, o que influencia negativamente na producdo dessa proteina
(SOUSA et al, 2012). Purin & Klauberg Filho (2010) mencionam algumas
justificativas possiveis sobre a dinamica da PSRG-FE nas areas agricolas: o
revolvimento do solo acelera a decomposicdo da fragdo organica do solo; o
revolvimento do solo rompe o micélio fungico, reduzindo a producdo dessa proteina
e 0 revolvimento seleciona espécies de FMAs dominantes do sistema, as quais
possuem baixa producdo de PSRG-FE. Outra hipétese é que a maior producéo de

biomassa de uma area pode resultar em aumentos na taxa fotossintética e, por
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conseguinte a alocacdo de fotossintatos para as raizes, estimulando desta maneira
uma multiplicacdo das estruturas fungicas e a producdo de glomalina pelos FMAs

associados a planta (SOUSA et al., 2012).

Diversos estudos também relacionam os teores de PSRG-FE com as
caracteristicas fisicas e quimicas do solo (ARAUJO et al., 2011), principalmente com
o COT do solo (PURIN et al., 2006; SILVA et al., 2012). Neste estudo, foi observada
uma correlacdo de Pearson positiva (0,3356) entre os teores de PSRG-FE e o
carbono organico total do solo (COT) entre os sistemas de manejo adotados e a

area de Cerrado (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 Correlagdo de Pearson dos atributos do solo nas diferentes areas de estudo em Latossolo

Vermelho distrofico tipico no Cerrado, DF.

ATRIBUTOS Cmic CoT PSRG-FE Ca+Mg K P pH
pH -0.4467 -0.2983 -0.892* 0.8639 0.4039 0.2046 1
P -0.386 0.3186 -0.318 0.1541 04938 1
K -0.278 0.1835 -0.4513 0.6043 1

Ca+Mg -0.4206 -0.125 -0.832* 1
PSRG-FE 0.3574 03356 1
CoT -0.0571* 1
Cmic 1

Atributos do solo: potencial de Hidrogeno (pH); fésforo (P); potasio (K); calcio+magnésio (Ca+Mg);
proteina do solo relacionada a glomalina — faciimente extraivel (PSRG-FE); carbono organico total

(COT) e carbono da biomassa microbiana (Cmic). * significativo a 5% (p < 0,05).

Os maiores teores de PSRG-FE foram encontrados nas areas onde o COT
também apresentaram os maiores teores, embora ndo foram encontradas diferengas
entre estes sistemas de manejo. Isso se deve provavelmente a palhada depositada
no solo que contribui na dindmica dos FMAs e consequentemente na producéao de

abundantes estruturas fungicas (micélio e esporos) que aumentam a quantidade de
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PSRG-FE no solo, como demonstrado por Angelini et al. (2011). Estes autores
observaram correlacdo positiva de PSRG-FE e COT em um estudo da dinamica de
PSRG sob diferentes volumes de palhada de cana de aglucar em um Latossolo
Vermelho no Cerrado e, argumentaram que esta relacdo poderia estar ligada a
alteracdo dos fatores bioticos e abidticos proporcionados pelo aumento matéria
organica no solo, ja que nos maiores volumes de palhada depositada se
encontraram maiores teores da PSRG-FE e PSRG-T (proteina do solo relacionada a
glomalina - total) e também concluiram que a PSRG poderia ser um indicador de
qualidade do solo. Outra justificativa a esta relacdo é o conteudo total de carbono
gue esta proteina contém, jA que aproximadamente oscila em torno de 27%
(MIRANDA et al., 2007) e dependendo do método de extragcdo da PSRG poderia
representar de 28 a 45% de carbono do solo (RILLIG et al., 2003; LOVELOCK et al.,

2004; NICHOLS & WRIGHT, 2006).

5.2.3 Relacdo dos atributos quimicos e biolégicos do solo cultivado em

sistema de monocultivo de milho e em consorcio com forrageiras

Para entender melhor o comportamento dos atributos quimicos e biolégicos do
solo nas areas sob diferentes sistemas de manejo e area de Cerrado foi realizado

uma analise de componentes principais (PCA) apresentado na Figura 5.1.

Os dois primeiros eixos explicam 70,6% de variabilidade total dos dados, sendo
50,5% do eixo 1 e 20,1% no eixo 2. Observa-se que a componente principal 1
separa a area de Cerrado das areas sob diferentes sistemas de manejo, sendo que

os atributos que apresentaram as maiores diferencas entre as areas foram os

el

elevados teores de AlI°", PSRG-FT, Cmic, gMic e COT, menores valores de pH e
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baixos teores de Ca+Mg. Cabe ressaltar que a area de milho solteiro apresentou o
maior teor de COT, seguido da area de Cerrado. Observa-se também que as areas
sob consércio se encontram mais proximo do centro do grafico, o que indica que

apresentaram valores proximas a meédia dos atributos (Figura 5.1).
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Figura 5.1 Relacdo dos atributos quimicos e microbioldgicos: pH (pH); aluminio trocavel (AI*);
calcio+tmagnésio (Ca+Mg); fésforo (P); potéasio (K); carbono organico total (COT); materia organica
(MO) carbono da biomassa microbiana (Cmic); quociente microbiano (gMic) e proteina do solo
relacionada a glomalina — facilmente extraivel (GLO) com as areas de estudo pela andlise de
componentes principais (ACP). Diferentes sistemas de manejo em tres repeticoes milho em sistema
monocultivo (M); milho em consércio com P. maximum cv. Aruana (MA); milho em consoércio com U.
humidicola (MB); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area sob pastagem U. humidicola

(B) e area nativa de Cerrado (C). Em solo Latossolo Vermelho distrofico tipico no Cerrado, DF.
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5.3 Colonizacéo micorrizica e densidade de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares em sistema de monocultivo de milho e em consércio com

forrageiras

5.3.1 Colonizacédo micorrizica

Os FMAs tém certa preferéncia na colonizacdo de hospedeiros (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006), especialmente com relacdo as plantas cultivadas, sobretudo em
solos de baixa fertilidade como o Cerrado (MIRANDA, 2012), apesar de colonizarem

a maioria das espécies.

Neste estudo a taxa de colonizacdo micorrizica apresentou diferencas
significativas (Tukey, p < 0,05) entre os sistemas de manejo utilizados, sendo os
sistemas que apresentaram maior taxa de colonizacdo: milho em sistema
monocultivo, milho em consércio com pastagens (P. maximum cv. Aruana e U.
humidicola) e area sob pastagem U. humidicola com taxa de colonizacdo de 54,7;
51,8; 48,1 e 39,4% respetivamente, sendo que estas duas Ultimas areas também
foram similares com a area sob pastagem P. maximum cv. Aruana que apresentou
taxa de colonizagdo micorrizica baixa (24,3%) (Figura 5.2jError! No se encuentra

el origen de la referencia.).
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Figura 5.2 Coloniza¢@o micorrizica de plantas submetidas a diferentes sistemas de manejo: milho em
sistema monocultivo (M); milho em consércio com P. maximum cv. Aruana (MA); milho em consércio
com U. humidicola (MB); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A); e &rea sob pastagem U.
humidicola (B). Em solo Latossolo vermelho distréfico tipico no Cerrado, DF. Médias seguida pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. Barra repesenta o desvio padréo de tres

repeticoes.

Estas gramineas, principalmente o milho e a U. humidicola, s&o reconhecidas
como boas hospedeiras de FMAs depor posuirem um aplo sistema radicular, alta

capacidade fotossientética e elevada demanda de P (CARRENHO et al., 2010).

Pode-se observar que a inclusao das pastagens na cultura do milho néao altera
a colonizacdo micorrizica do milho. E observada uma leve diminuicdo na taxa de
colonizac&o micorrizica do milho consorcidao com U. humidicola em comparacéao do
milho consorciado com P. maximum cv. Aruana. De acordo com Ramos et al. (2012)
no primeiro estabelecido o experimento, encontraram menores taxas de colonizacao

micorrizica (39,62%) em milho quando consorciado com U. humidicola, e quando
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comparado com milho consorciado com P. maximum cv. Aruana a taxa de
colonizacéo foi aumentada (74,43%). Para as outras areas sob diferentes sistemas
de manejo € observado que esses autores encontraram taxas de colonizacdo mais
altas do que encontradas neste estudo, segundo Miranda et al. (2005) a taxa de
colonizacdo micorrizica € maior no primeiro ano de estabelecidas e diminui com o

tempo de cultivo.

Nas areas sob pastagens, apesar de nao terem sido encontradas diferencas,
observa-se uma diminuicdo da taxa (-15%) em P. maximum cv. Aruana comparado
com U. humidicola. Ramos et al., (2012) ndo encontraram diferenca na taxa de
colonizacdo das espécies forrageiras (pastagens) P. maximum cv. Aruana (51,16%)
e da U. humidicola (60,42%), e também verificou-se que a espécie U. humidicola
apresentou maiores taxas de colonizacdo micorrizica. Novais et al. (2009) realizaram
um estudo da colonizacao micorrizica de U. decumbens por diferentes espécies de
FMAs e observaram que existe uma variacdo na taxa micorrizica com as diferentes
espécies de FMAs, encontrando valores em média de 52%. Da mesma forma, Costa
et al. (2012) encontraram diferentes taxas de colonizacdo micorrizica em Urochloa
brizanta cv. Marandu em um estudo com doses de P, as taxas variaram de 61,6 a

38,5%.

Cordeiro et al. (2005) em solo Latossolo Vermelho no Cerrado encontraram em
Urochloa decumbens taxas (40%) similares aos encontrados em U. humidicola neste
experimento, e quando comparadado com culturas anuais (soja e sorgo) em
sistema plantio direto apresentaram similaridade entre si, demonstrando que as
areas sob pastagens e as areas de cultura apresentam similaridade na taxa de

colonizac&o micorrizica.
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5.3.2 Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares

Fatores climaticos e antrépicos como a perturbacdo de uma érea, manejo do
solo e tipos de culturas influenciam na comunidade dos fungos micorrizicos
arbusculares. O manejo adequado de uma é&rea pode favorecer qualitativa e
quantitativamente (riqueza de espécies, colonizacdo micorrizica, abundancia de

esporos) a comunidade micorrizica (MIRANDA, 2012).

Neste estudo, a densidade de esporos dos fungos micorrizicos arbusculares
nao apresentou diferengas significativas (Tukey, p < 0,05) em fungdo dos manejos
do solo, variando de 584 a 427 esporos recuperados em 50 mL de solo. Os valores
das densidades recuperadas para as areas de milho em sistema de monocultivo,
milho em consorcio com pastagens (Panicum maximum cv. Aruana e Urachiaria
humidicola), area sob pastagem Panicum maximum cv. Aruana e a area sob
pastagem Urachiaria humidicola foram 517, 584, 547, 541 e 427 esporos/50 mL

respetivamente, observando também que estes valores foram maiores a area do

Cerrado apresentando densidade de 151 esporos/50 mL (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Densidade de esporos de FMAs recuperados em 50 mL de solo em diferentes sistemas de
manejo: milho em sistema monocultivo (M); milho em consércio com P. maximum cv. Aruana (MA);
milho em consdércio com U. humidicola (MB); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area
sob pastagem U. humidicola (B) e area de Cerrado (C). Em solo Latossolo Vermelho distréfico tipico
no Cerrado, DF. Médias seguida pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5 %. Barra

representa o desvio padréo de tres repeticdes.

O estudo realizado por Ramos et al. (2012) na safra 2007/2008 nas mesmas
areas agricolas antes da implantacdo das culturas (pousio) foi encontrado uma
densidade média de 14 esporos/50 mL na camada de 0 - 10 cm. Apoés a implantacao
das culturas, durante a floracdo (janeiro 2008) foi encontrado densidade média de
119 esporos/50mL, sendo a soja estabelecida como cultura anual em sistema de
monocultivo. No presente estudo, apds sete anos do estabelecimento das parcelas,
foram recuperados em média 461 esporos/50mL, destacando-se, diversos fatores
gue podem ter influenciado na densidade de esporos como mencionado por Moreira,

Siqueira, (2006a) tais como o solo, planta, ambiente e manejo (Tabela 2.2).
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Este trabalho corrobora com os dados encontrados por Angelini et al. (2012)
que em area sob pousio (sem cultivo do solo) encontram-se menor densidade de
esporos e durante o estabelecimento de culturas sob plantio direto sdo encontrados
densidades altas de esporos no solo, na camada superficial (0-5 cm). Cordeiro et al.
(2005) verificaram também, que em areas sem lavoura (Cerrado Stricto sensu)
encontra-se menor densidade de esporos (368) que em areas sob culturas anuais
(soja, milho e sorgo) e sob pastagen em sistemas de rotacdo de culturas com uma

meédia de 626 esporos/50 mL em um Latossolo Vermelho.

No presente estudo, a presenca de raizes das culturas e das pastagens
aumentou em média 3,46 vezes a densidade de esporos comparada com a area do
Cerrado. As culturas com intenso ou pouco revolvimento do solo (plantio direto),
areas sob pastagem continua e areas de consoércio de pastagens com culturas
anuais promovem a producdo de esporos dos FMAs (MIRANDA et al.,, 2007),

principalmente nas areas com presenca de pastagens (FERREIRA et al., 2012).

Isso pode ser justificado devido as areas estudadas possuirem presenca de
gramineas, que sao caracterizadas por apresentarem um sistema radicular
fasciculado e abundante com maior exploracdo da area no solo. Dessa forma, as
gramineas podem estimular os FMAs a explorarem, junto com as raizes, maior area
no solo, visto que séo biotréficos obrigatérios (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006) e
precisam de um hospedeiro para completar o seu ciclo. Haja vista que quanto maior
a quantidade de raizes no solo, maior é a quantidade de raizes colonizadas e,
consequentemente ha uma maior quantidade de estruturas fungicas no solo, fato
que nao foi observado na area de coleta para o Cerrado, pois nesta area foi

observada a presenca de arvores que possuem menor volume de raizes nas

camadas superficiais onde foi realizada a coleta.
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5.4 Avaliacdo da diversidade de fungos micorrizicos arbusculares pela
ocorréncia de esporos e pela técnica de PCR-DGGE em sistema de

monocultivo de milho e em consorcio com forrageiras

5.4.1. Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares avaliada pela

ocorréncia de esporos

Ao avaliar a diversidade dos fungos micorrizicos arbusculares (riqueza) nao se
constatou diferengas significativas (Tukey, p < 0,05) entre os diferentes sistemas de
manejo e na area do Cerrado. Foram encontrados 15 morfotipos identificados por
meio da recuperacdo de esporos extraidos em solo coletado no campo e posterior
observacdo de suas caracteristicas morfologicas, 13 foram identificados a nivel
espécie e 2 em nivel género e, finalmente estes dois ultimos foram identificados a
partir da recuperacdo de esporos em cultivo armadilha e com isto também foi
corroborado a presenca de algumas espécies ja identificadas anteriormente pelos

esporos extraidos diretamente das amostras provenientes das parcelas em campo.

A identificacdo dos esporos extraidos do solo proveniente do campo e do
cultivo armadilha obtém-se maior eficiéncia no estudo da diversidade dos fungos
micorrizicos arbusculares na caracterizacdo morfolégica dos esporos (BARTZ et al.
2008), uma vez que foram identificadas em sua totalidade as espécies presentes em

forma de esporos nas diferentes areas de estudo.

Dentre os esporos recuperados em campo e em cultivo armadilha foram
encontradas as espécies: Glomus macrocarpum, Claroideoglomus etunicatum,
Paraglomus Dbrasilianum, Diversispora tortuosa, Scutellospora cerradensis,

Acaulospora scrobiculata, Acaulospora mellea, Acaulospora rehmii, Gigaspora sp.,
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Glomus microaggregatum, Ambispora leptoticha, Dentiscutata heterogama, Glomus
clavisporum, Rhizophagus fasciculatus e Acaulospora foveata, sendo a espécie P.
brasilianum e D. heterogama identificadas a partir da recuperacdo de esporos na

cultura armadilha. Algumas espécies sao apresentadas na Figura 5.4.

Com relacéo a distribuicdo das espécies nos diferentes sistemas de manejo
avaliados e na area do Cerrado, 14 espécies foram encontradas na area de milho
em sistema monocultivo e milho em consorcio com forrageiras (P. maximum cv.
Aruana e B. humidicola), 13 espécies na area sob pastagem U. humidicola, 11
espécies na area sob pastagem P. maximum cv. Aruana e 10 espécies na area de

Cerrado (Tabela 5.5).
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Tabela 5.5 Ocorréncia e riqueza de espécies de FMAs recuperadas em 50 mL de solo coletado na
camada de 0-10 cm em diferentes sistemas de manejo: milho em sistema monocultivo (M); milho em
consorcio com P. maximum cv. Aruana (MA); milho em consércio com U. humidicola (MB); area sob
pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area sob pastagem U. humidicola (B) e area nativa de Cerrado

(C). Em Latossolo Vermelho distréfico tipico no Cerrado, DF.

Sistemas de manejo do solo

Espécies

M MA MB A B C
Glomus macrocarpum + + + + + +
Claroideoglomus etunicatum + + + + + +
Paraglomus brasilianum + + + + + +
Diversispora tortuosa + + + + + +
Scutellospora cerradensis + + + + + +
Acaulospora scrobiculata + + + + + +
Acaulospora mellea + + + + + +
Acaulospora rehmii + + + + +
Gigaspora sp. + + + + + +
Glomus microaggregatum + + + + +
Ambispora Leptoticha + + + + + +
Dentiscutata heterogama + + + +
Glomus clavisporum + + +
Rhizophagus fasciculatus + + +
Acaulospora foveata + +
Riqueza de espécies 14 14 14 11 13 10

“ocorréncia de espécies encontradas nos tratamentos a partir da média de repeticdes nas diferentes

areas sob diferentes sistemas de manejo e na area de Cerrado.

61



i

Figura 5.4 Esporos de fungos micorrizicos arbusculares identificados nas diferentes areas de estudo:
(A) Glomus macrocarpum; (B) Claroideoglomus etunicatum; (C) Paraglomus brasilianum; (D)
Diversispora tortuosa; (E) Scutellospora cerradensis; (F) Acaulospora scrobiculata; (G) Acaulospora
mellea; (H) Acaulospora rehmii; () Gigaspora sp.; (J) Ambispora leptoticha; (K) Dentiscutata

heterogama; (L) Acaulospora foveata.
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Apesar de nao ter sido encontrada diferenca na riqueza de espécies entre 0s
as diferentes areas de estudo, observa-se que a area de Cerrado apresentou a
menor diversidade de espécies, isto atribuido a fatores edafoclimaticos, praticas
agricolas utilizadas, perturbacdes do solo como o revolvimento, mesmo em menor
escala no caso do sistema plantio direto, promove 0 aumento da riqueza de

espécies (MIRANDA & MIRANDA, 2007).

As espécies encontradas neste estudo ja foram relatadas em alguns estudos
em diversos sistemas de manejo do solo no Cerrado, observado em uma reviséo de
estudos relacionados a fungos micorrizicos arbusculares em diferentes usos do solo

no Cerrado conduzido por Miranda et al. (2012).

Dentre os ecossistemas brasileiros, as espécies encontradas neste estudo séao
classificadas, de acordo a sua ocorréncia, como generalistas (A. scrobiculata, A.
mellea, C. etunicatum, D. heterogama, R. fasciculatus e Amb. leptoticha)
intermediarias (G. microaggregatum, Div. tortuosa) e raras (P. brasilianum, G.
macrocarpum, S. cerradensis, A. rehmii, G. clavisporum, A. foveata) (MOREIRA &

SIQUEIRA, 2006).

Para o bioma Cerrado as espécies de maior ocorréncia sdo A. scrobiculata e P.
brasilianum sendo esta Ultima classificada como uma das mais agressivas com a
capacidade de contaminar facilmente areas adjacentes e esporular em grandes
guantidades (MIRANDA, 2012), fato que foi percebido durante a multiplicacdo dos

esporos no cultivo de armadilha.

Foram recuperados esporos de 10 géneros nos diferentes sistemas de manejo
e na area do Cerrado, sendo os géneros Glomus, Claroideoglomus e Acaulospora

com maior ocorréncia de esporos, (43,9; 21 e 10,9 % respetivamente) e 0s géneros
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com menor densidade foram: Gigaspora, Dentiscutata, Ambispora e Rhizophagus
com média de 1; 0,3; 0,3 e 0,2 % do total dos esporos recuperados e identificados

para este estudo (Figura 5.5).
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Figura 5.5 Frequéncia relativa (%) por géneros de FMAs recuperados em 50 mL de solo coletado na
camada de 0 - 10 cm em diferentes sistemas de manejo: milho em sistema monocultivo (M); milho em
consorcio com P. maximum cv. Aruana (MA); milho em consércio com U. humidicola (MB); area sob
pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area sob pastagem U. humidicola (B) e &rea nativa de Cerrado

(C). Em solo Latossolo Vermelho distrofico tipico no Cerrado, DF.

A maior frequéncia dos géneros Glomus, Claroideoglomus e Acaulospora
poderia ser influenciados pelo pH do solo, uma vez que estas sdo encontradas em
maior frequéncia em solos acidos (SUTUMER et al., 2006; SILVA et al., 2015), além
de que os dois primeiros géneros apresentam o maior numero de espécies (JANUSZ
BLASZKOWSKI, 2016) (ressaltando que este autor ainda mantém a espécie
Claroideoglomus etunicatum dentre o género Glomus). As espécies de FMAs
identificadas e a densidade de esporos por espécie recuperada nos diferentes

sistemas de manejo e na area de Cerrado sdo apresentadas na Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 Densidade de esporos e densidade média de ocorréncia de espécies de FMAs recuperadas em 50 mL de solo coletado na camada de 0 - 10 cm
em diferentes sistemas de manejo: milho em sistema monocultivo (M); milho em consércio com P. maximum cv. Aruana (MA); milho em consércio com U.
humidicola (MB); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area sob pastagem U. humidicola (B) e area nativa de Cerrado (C). Em solo Latossolo

Vermelho distrofico tipico no Cerrado, DF.

Sistemas de manejo

Especies M MA MB A B c Media M(f/‘:)'a
Glomus macrocarpum 176.7 306.7 182 148 202.7 103 186.5 40.4
Claroideoglomus etunicatum 158 100.3 163 103.3 64.7 24 102.2 22.2
Paraglomus brasilianum 57.3 39.7 19.3 83.3 17.7 6 37.2 8.1
Diversispora tortuosa 33.3 33.7 69.7 36 41.3 1 35.8 7.8
Scutellospora cerradensis 28.3 10.3 37 93 30 8 34.4 7.5
Acaulospora scrobiculata 23 35.7 33.7 64.3 46.3 1 34.0 7.4
Acaulospora mellea 16.7 33 23.7 3 7.7 4 14.7 3.2
Acaulospora rehmii 7 11.3 4.3 4.3 6.7 - 5.6 1.2
Gigaspora sp. 7.7 7 3.3 2.7 4 2 4.4 1.0
Glomus microaggregatum 3 3.7 2.7 2 5.3 - 2.8 0.6
Ambispora leptoticha 2.7 2 13 1 0.3 1 14 0.3
Dentiscutata heterogama 2.3 0.3 4.3 - - 1 1.3 0.3
Glomus clavisporum 0.3 - 1.7 - 0.3 - 0.4 0.1
Rhizophagus fasciculatus 0.3 0.3 13 - - - 0.3 0.1
Acaulospora foveata - 0.3 - - 0.3 - 0.1 0.0
TOTAL 516.7 584.3 547.3 541 427.3 151 461.3 100.0
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Observa-se que 0 aumento do numero de espécies nos diferentes sistemas de
manejo aumentou também o nimero de esporos no solo. Areas sob sistemas
integrados beneficiaram a comunidade micorrizica nos sistemas integrados
geralmente as pastagens estimulam a producdo dos esporos e as culturas
aumentam o numero de espécies, o qual tende a aumentar com o tempo de cultivo

(MIRANDA et al., 2008).

Foram encontradas nove espécies presentes em todas as areas de estudo e
onze espécies presentes somente nas areas sob diferentes sistemas de manejo.
Miranda & Miranda (2007b) encontraram 11 espécies em areas de milho em sistema

plantio direto e no Cerrado encontraram apenas 8 espécies.

No levantamento feito por Ramos et al. (2012) também observaram que
guando estabelecidas sistemas agricolas (soja, milho em consércio com pastagens
e areas sob pastagens), o numero de espécies e a densidade de esporos aumentou
em comparacao com as mesmas areas que se encontravam sob pousio (antes da
implantacdo dos sistemas agricolas). Estes aurores observaram trés espécies de
maior ocorréncia nas areas de estudo: S. cerradensis, Glomus sp. e Acaulospora sp.
Nessas areas encontraram 13 espécies, observando que 5 delas coincidiram com as
encontradas no presente estudo: Scutellospora cerradensis, Ambispora leptoticha,
Dentiscutata heterogama, Paraglomus brasilianum e Claroideoglomus etunicatum.
Com isto pode se afirmar que existem mais espécies presentes na area de estudo,
mas em menores concentracdes que nado foram possiveis recuperar por meio desta

técnica.
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As espécies consideradas como raras para este estudo (média < 1% de
ocorréncia de esporos) sdo Gigaspora sp, G. microaggregatum, Amb. leptoticha, D.

heterogama, G. clavisporum, R. fasciculatus e A. foveata.

Fatores como a época (periodo chuvoso e periodo seco) e profundidade de
coleta poderiam ter influenciado na ocorréncia destas espécies para este estudo ja
gue alguma espécies ja foram relacionadas a sua maior ocorréncia em maiores
profundidades variando de 0 a 45 cm em ecossistemas da Mata Atlantica (BONFIM,
2011), aléem de que as espécies da familia Gigasporaceae (para as espécies:
Gigaspora sp, e D. heterogama encontrados neste estudo) podem néo ter
apresentado maior nimero de esporos, jA que estas espécies geram esporos de
grande tamanho e em menor quantidade em contrario com as outras espécies
encontradas neste estudo que produzem esporos em menor tamanho e maior

guantidade (SOUZA et al., 2005).

As espécies com maior densidade de esporos (média > 100 esporos/50mL)
nos diferentes sistemas de manejo e na area do Cerrado sdo Glomus macrocarpum

e Claroideoglomus etunicatum.

As alteracdes do solo e as espécies das plantas estabelecidas no sistema pode
estimular a selecdo de certas espécies de FMAs que resultam dominantes na area
devido a sua grande capacidade de adaptacdo a distarbios do solo (PURIN &
KLAUBERG FILHO, 2010), estas espécies (Glomus macrocarpum €
Claroideoglomus etunicatum), assim também como a Acaulospora scrobiculata séo
consideradas como generalistas para o bioma Cerrado devido a que apresentam
alta capacidade de esporulacdo e alta adaptabilidade em solos agricolas

(CORDEIRO et al.,, 2005; FERREIRA et al.,, 2012). No entanto, para as outras
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espécies de FMAs identificadas € dificil determinar a sua ocorréncia nas diferentes
areas de estudo, podendo serem influenciados por fatores edaficos ou ambientais

(STURMER & SIQUEIRA, 2008).

Para entender a dinamica da riqueza dos FMAs a partir de esporos
identificados nas diferentes areas de estudo realizou-se uma analise de similaridade
(Figura 5.6), sendo analisado em separado cada repeticdo das areas de estudo.
Com essa analise buscou-se compreender se os fatores estudados neste trabalho

estao influenciando a dindmica da comunidade de FMASs.
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Figura 5.6 Dendograma de similaridade da comunidade de FMAs a partir da avaliagdo morfolégica
dos esporos, construido com o indice de Bray-Curtis. Método de agrupamento UPGMA, mostrando os
agrupamentos de diferentes sistemas de manejo em trés repetic6es: milho em sistema monocultivo
(M1, M2, M3); milho em consorcio com P. maximum cv. Aruana (MA1l, MA2, MA3); milho em
consorcio com U. humidicola (MB1, MB2, MB3); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A1, A2,
A3); area sob pastagem U. humidicola (B1, B2, B3) e area nativa de Cerrado (cerrado), em solo

Latossolo Vermelho distrofico tipico no Cerrado, DF.

Na analise de agrupamento houve a formacéo de 2 grupos distintos, com cerca

de 60% de similaridade entre si. Em uma avaliagdo geral da analise de
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agrupamento, € possivel observar que os sistemas de manejo adotado, sejam eles:
milho em sistema de plantio direto sob monocultivo, milho consorciado com
pastagens e as areas sob pastagens ndo foram os fatores governantes na distingao
dos grupos, sendo as dissimilaridades pontuadas pelas unidades experimentais, em
detrimento ao efeito de manejo. A excecdo se observa apenas para a area de
Cerrado, que formou um grupo com 100% de similaridade, porém associado a uma

area de milho sob monocultivo e uma area de U. humidicola.

Variabilidade espacial da distribuicdo das espécies de FMAs, ainda refletindo
um efeito predominante da distribuicdo espacial desses fungos anteriormente a
introducdo dos manejos agricolas na area, em detrimento ao efeito da presenca das
diferentes espécies de plantas, pode ser uma das justificativas para o resultado
obtido na analise de agrupamento. E possivel também que a variacdo da ocorréncia
de espécies nas areas de estudo esteja relacionada pelo modo de dispersdo dos
propagulos destes fungos, ja que estes possuem habito hipé6geo, em que 0s esporos
se encontram abaixo da superficie do solo, e dificultando assim a dispersao as areas
de um mesmo sistema de manejo (repeticdo) (LOVERA & CUENCA, 2007) e aos
microambientes do solo relacionados a atributos que resultam a expressdo das
especies de FMAs em forma de esporos (SOTI et al.,, 2016), principalmente em

condicdes de estresse (MIRANDA, 2012).

5.4.2. Estrutura da diversidade de fungos micorrizicos arbusculares

avaliada pela técnica de PCR-DGGE

Apesar de serem identificadas 15 espécies e a diversidade néo ter diferido

entre as areas avaliadas, quando utilizadas técnicas morfolégicas para identificacao
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dos fungos micorrizicos arbusculares, a diversidade real de FMAs pode ter sido
subestimada, ja que nem sempre a estrutura da comunidade micorrizica encontra-se
em forma de esporos no momento da amostragem (BARTZ et al.,, 2008). Em
complementacdo a informacdo obtida pela avaliacdo da diversidade de fungos
micorrizicos arbusculares por meio da identificacdo morfologica de esporos
recuperados do solo, buscou-se avaliar a estrutura da comunidade de FMAs
adotando a técnica de PCR-DGGE (reacao da polimerase em cadeia — eletroforese

em gel com gradiente desnaturante).

Para isto foram utilizadas todas as areas de estudo (milho em sistema de
monocultivo, milho em consércio com pastagens, areas sob pastagens e area de
Cerrado) com as suas respetivas repeticbes. Em estudos de ecologia de solo, as
repeticbes do presente trabalho sdo consideradas como areas de estudo, portanto,

optou-se avaliar a estrutura de cada area (tratamentos e repeticoes).

Por meio da imagem gerada pelo gel foram observados os diferentes
posicionamentos dos UTO’s (unidades taxonémicas operacionais) e gerado um
dendograma para a estimativa da similaridade entre as areas de estudo. O resultado
da avaliacdo da estrutura da diversidade de FMAs pelo método PCR-DGGE

apresenta-se na figura (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Dendograma de similaridade genética da comunidade de FMAs construido com o indice
de Jaccard. Método de agrupamento UPGMA, mostrando os agrupamentos de diferentes sistemas de
manejo em trés repeticdes: milho em sistema monocultivo (M1, M2, M3); milho em consércio com P.
maximum cv. Aruana (MA1, MA2, MA3); milho em consércio com U. humidicola (MB1, MB2, MB3);
area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (Al, A2, A3); area sob pastagem U. humidicola (B1, B2,
B3) e area nativa de Cerrado (CR1 e CR2), em solo Latossolo Vermelho distréfico tipico no Cerrado,

DF. NUumeros indicam a repeticdo do experimento.

A avaliacdo da estrutura da comunidade de FMAs pela técnica de PCR-DGGE
evidenciou uma tendéncia semelhante ao que foi observado pela avaliagdo da
comunidade de FMAs por meio da diversidade morfolégica de esporos recuperados
pelo solo (Figura 5.6). Na analise de PCR-DGGE é possivel observar que ha uma
grande dissimilaridade entre as repeticdes de cada uma das areas de estudo, com
apenas a formacdo de um grupo entre as repeticoes do mesmo tratamento

(sistemas de manejo) com cerca de apenas 45% de similaridade verificada para as
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trés repeticbes do tratamento de milho em consorcio com Urochloa humidicola

(MBR1, MBR2 e MBR3).

As areas de estudo que apresentaram similaridade maior que 50% foram area
sob pastagem U. humidicola repeticdo trés com a area de milho em consércio com
U. humidicola repeticdo trés e a area de milho em sistema de monocultivo repeticdo
trés com a &rea sob pastagem P. maximum cv. Aruana repeticdo um, evidenciando
assim a grande dissimilaridade entre o conjunto das parcelas estudadas. A
variabilidade da similaridade mesmo entre areas sob mesmo sistema de manejo é
resultado da variabilidade de morfotipos de FMAs encontrados com esta técnica de
estudo. Observa-se que o numero de bandas (tAxons) para as diferentes areas de

estudo variou de 3 a 14 (Figura 5.8).
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Figura 5.8 NUumero de bandas visualizados nos géis com gradiente desnaturante (DGGE) nos
diferentes sistemas de manejo em trés repeticfes: milho em sistema monocultivo (M1, M2, M3); milho
em consorcio com P. maximum cv. Aruana (MA1, MA2, MA3); milho em consércio com U. humidicola
(MB1, MB2, MB3); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (Al, A2, A3); area sob pastagem U.
Humidicola (B1, B2, B3) e area nativa de Cerrado (CR1 e CR2), em solo Latossolo Vermelho

distrdfico tipico no Cerrado, DF.
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A éarea de milho em consércio com pastagem P. maximum repeticdo dois
(MAR2) destacou-se das demais areas por apresentar similaridade quase nula

(<15%), pois esta area mostrou menor numero de bandas obtidas no DGGE.

As areas de Cerrado (CR1 e CR2) se diferenciaram das areas sob diferentes
sistemas de manejo apresentando similaridade de aproximadamente 20% e estas,
guando comparadas entre si observa-se que apresentam pouca similaridade (30%),
esperava-se encontrar similaridade maior, jA que as amostras de solo foram

coletadas no mesmo perimetro.

Na Tabela 5.5 é observado que em media a area de Cerrado apresentou a
menor diversidade de espécies, quando avaliada pela técnica de identificacdo
morfolégica dos esporos de FMAs, no entanto, com a técnica de PCR-DGGE
verificou-se que a area de Cerrado CR1 apresentou maior nimero de taxons de
FMAs (14) em relacdo as outras areas. Esse fato indica que ha possibilidade da area
de Cerrado apresente maior riqueza de espécies que nao foram recuperadas em
formas de esporos para a sua identificacdo pela técnica de descricao morfolégica
das espécies. Possivelmente, a identificacdo de maior nUmero de taxons para a area
de Cerrado seja atribuido ao maior nimero de espécies vegetais presentes na area,
ja que é relatado que em ecossistemas com maior diversidade de plantas, ocorre

maior diversificagdo de FMAs (CARRENHO et al., 2010).

Comumente, para 0s agroecossistemas € discutido que praticas agricolas
aumentam a riqueza de espécies em comparagcdo com as areas preservadas
(CORDEIRO et al., 2005; MIRANDA et al., 2007; FERREIRA et al., 2012) e outros
autores afirmam que a comunidade de FMAs € afetada negativamente pela

mudanca das areas preservadas a areas agricolas (ASSIS et al., 2014), ressaltando
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que estes estudos estdo baseados na caracterizacdo morfolégica a partir da

recuperacao dos esporos no solo.

Cabe ressaltar que a especificidade do primer AM1 n&o amplifica as
sequencias de todas as espécies de FMAs, sendo que para esta analise foram
amplificadas as sequencias das espécies dos ordens Glomerales e Diversisporales e
nao para Archaeosporales e Paraglomerales (MA et al., 2005). Assim, a comunidade
de FMAs nas areas de estudo foram subestimadas, jA que foram identificadas
espécies de FMAs pertencentes a estes ordens pela técnica morfolégica a partir da

recuperacao dos esporos nas areas de coleta.

Com os resultados obtidos nos perfis dos géis de DGGE observa-se que
comunidade de fungos micorrizicos arbusculares néo é influenciada simplesmente
pelos sistemas de manejo do solo aqui apresentados. A dissimilaridade entre as
diferentes areas de estudo pode estar associados a variabilidade espacial das
caracteristicas quimicas do solo (GOMIDE et al., 2014) e ao padrao de distribuicao
dos propagulos dos FMAs, assim também como as condi¢cdes ambientais vigentes,
tipo do solo, disponibilidade de nutrientes (LEKBERG & WALLER, 2016) e pela
competicio mesmo entre espécies de FMAs na planta hospedeira na area

amostrada (BERBARA et al., 2006)
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5.5 Relacdo entre atributos quimicos e microbiolégicos do solo com a
ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares em sistema de monocultivo de

milho e em consorcio com forrageiras

As espécies de FMAs possivelmente possuem relagbes com determinados
atributos do solo, apesar das areas de estudo nédo terem apresentado diferencas na
maioria dos atributos solo analisados (ver Tabelas 5.2 e 5.3). Para isto, também foi
realizado uma analise de componentes principais (ACP) relacionando as variaveis
ambientais (atributos quimicos e microbiolégicos) com as espécies de FMAs

identificadas a partir da técnica morfologica, apresentado na Figura 5.9.

As varidveis ambientais explicaram 58,4% de variabilidade total das espécies
de FMASs presentes nas areas de estudo, dessa variabilidade 41,8% é explicada pela
componente principal do eixo 1 e 16,6% é explicada pela componente principal do

eixo 2.

Observa-se que a componente principal 1 separa a area de Cerrado das
demais areas sob manejo agricola, em especial as areas sob pastagens. As areas
de consércio de milho com pastagens encontra-se proxima ao centro do grafico,
indicando que a comunidade de FMAs dessas areas apresentaram uma abundancia

de individuos muito préximo da média de todas as areas avaliadas.
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Figura 5.9 Relacdo de espécies de FMAs: Glomus macrocarpum (Gmacr); Claroideoglomus
etunicatum (Cetu); Paraglomus brasilianum (Pbras); Diversispora tortuosa (D tort); Scutellospora
cerradensis (Scer); Acaulospora scrobiculata (Ascr); Acaulospora mellea (Amel); Acaulospora rehmii
(Areh); Gigaspora sp. (Gg sp); Glomus microaggregatum (Gmic); Ambispora leptoticha (AmLep);
Dentiscutata heterogama (Dhet); Glomus clavisporum (Gclav); Rhizophagus fasciculatus(Rfasc) e
Acaulospora foveata(Afov), atributos do solo e areas de estudo da andlise de componentes principais.
Variaveis selecionadas: carbono organico total (COT);carono da biomassa microbiana (CBM);
proteina do solo relacionada a glomalina — facilmente extraivel (GLO); Acidéz trocavel (ACID); fosforo
(P); potésio (K); céations (Ca Mg) e pH (pH) em diferentes sistemas de manejo: milho em sistema
monocultivo (M); milho em consércio com P. maximum cv. Aruana (MA); milho em consércio com U.
humidicola (MB); area sob pastagem P. maximum cv. Aruana (A); area sob pastagem U. humidicola
(B) e area nativa de Cerrado (C). Em Latossolo Vermelho distréfico tipico no Cerrado, DF.

E sabido que as praticas agricolas, especialmente com a corre¢éo da acidez do
solo por meio de calagem, a dindmica e a riqueza de espécies é altamente
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estimulada, sendo mais acentuado em sistemas agricolas sob plantio direto

(MIRANDA et al.,2007; SCHNEIDER et al., 2011).

No presente trabalho é observado que as espécies G. microaggregatum, A.
rehmii, A. scrobiculata e Div. tortuosa tiveram maior ocorréncia nas areas que
apresentaram o0s maiores valores de pH, sendo as duas primeiras ausentes

unicamente na area de Cerrado (pH 4,4).

Silva et al. (2015) observaram em areas agricolas em Latossolo no sul do
Brasil que o género Glomus teve correlagdo positiva em areas que apresentam o0s
maiores teores de pH variando de 5,7 (area de pastagem intensiva) a 6,6 (area
pomar de laranja). Estes mesmos autores observaram que o género Acaulospora
teve maior correlacdo em area com pH 5 (area sob pousio), ja em areas agricolas
com maiores valores de pH ndo encontraram correlacdes positivas. Stirmer e Bellei.
(1994) observaram em solos de dunas que o género Acaulospora é frequentemente

encontrado em pH menores a 6,2.

Fernandes et al. (2009) em um estudo sob diferentes sistemas de manejo do
solo no Cerrado relacionou a ocorréncia de FMAs com a implantacdo de areas
agricolas e a diversidade de plantas hospedeiras cultivadas e os géneros Gigaspora,
Scutellospora e Entrophosfora as condi¢cdes de fertilidade do solo e os géneros

Glomus e Acaulospora predominaram em todas as areas de estudo.

Quanto ao fosforo presente nos diferentes teores nas diferentes areas de
estudo, parece nao ter influenciado a comunidade de FMAs. Segundo Oliveira et al.
(2009) em um estudo da influéncia de fésforo em diferente niveis em milho com

eficiéncias de absorcdo de P, concluiu que as plantas sdo as responsaveis para
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estimular ou inibir o desenvolvimento de certas espécies de FMAs, pois esta libera

sinais que sao detectados pelo fungo.

A espécie Acaulospora foveata, lembrando que foi considerada como espécie
rara devido a sua pouca ocorréncia nas areas de estudo, teve mais relacdo com o
aumento de Ca+Mg. Fernandes (2011) também observou a pouca ocorréncia dessa
espécie em diferentes areas agricolas no Cerrado, sendo que esta esteve presente
em &reas de cana de aclcar contendo 3,9 cmol. dm™ de Ca e Mg e, no presente
estudo, esta espécie (A. foveata) foi encontrada nas areas de milho em consércio
com P. maximum cv. Aruana e em area sob pastagem U. humidicola (Tabela 5.6)
com valores de proximos de Ca+Mg aos encontrados por estes autores (ver Tabela

5.2).

Em um trabalho avaliando a estrutura da comunidade de FMAs em diferentes
plantas de cobertura (crotalaria, milheto, capin-sudédo e lablab) Soti et al. (2016)
observaram que estas plantas nao influenciaram na diversidade de FMAs, mas a
densidade de esporos foi influenciada na é&rea de crotalaria, estes autores
correlacionam que a esporulacdo dos fungos foi influenciado pelos maiores valores
de Mg (35 mg dm®) e B (0,9 mg dm™) encontrados nessa area apresentando
correlacbes de 0,96 e 0,92 respetivamente. Estes autores ndo encontraram

correlagdo com os teores de matéria organica, nitrato e fosforo.

As espécies D. heterogama, R. fasciculatus, G. clavisporum, Amb. leptoticha,
A. mellea, Gig. sp., C. etunicatum e G. macrocarpum parecem nao terem sido

influenciados pelos atributos quimicos e microbiologicos do solo.

A predominancia dos géneros Glomus e Acaulospora em areas sob diferentes

sistemas de manejo do solo foi observada por Fernandes (2011). O autor observou
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gue os géneros Glomus, Acaulospora, Gigaspora, Scutellospora e Entrophospora
ocorrem em diferentes areas agricolas, sob diferentes sistemas de manejo do solo
no Cerrado, principalmente em éareas de rotacdo de culturas (ressaltando que a

espécie C. etunicatum pertencia ao género Glomus nesses estudos).

FERREIRA et al. (2012) observaram que as familias Acaulosporaceae,
Glomeraceae e Gigasporaceae tém maior ocorréncia tanto em sistemas naturais
como em sistemas agricolas. Estes autores observaram que as espécies A.
scrobiculata, G. macrocarpum e A. tuberculata s&o dominantes independentemente
da é&rea de estudo. Como observado no presente trabalho as espécies A.
scrobiculata e G. macrocarpum também ocorreram em todas a areas de estudo, de
igual forma foi observado que as espécies C. etunicatum, Gig. sp. e A. mellea nao
apresentaram muita variabilidade na abundancia e na frequéncia quando as areas

de estudo foram convertidas em areas agricolas.

A presenca das espécies em forma de esporos apresenta um parametro
bastante variavel, ja que a esporulacdo das espécies de FMAs pode diferir em
funcdo do gendtipo os fungos, estadio fenoldgico das plantas e estreses tanto
ambientais como culturais, por isso, sd0 necessarios estudos da dinamica e
ocorréncia dos FMAs ao longo do ciclo de vida da cultura avaliada (CARRENHO et

al., 2010).
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6.

CONCLUSOES

A inclusdo de pastagens P. maximum cv. Aruana e U. humidicola na cultura

de milho né&o alterou significativamente a produtividade de graos de milho.

Os sistemas de manejo avaliados promoveram para o solo residuos vegetais
em quantidade e qualidade susceptivel a decomposicdo pela biomassa
microbiana do solo, sendo mais acentuado nas dareas com presenca da
pastagem P. maximum cv. Aruana tornando-o similar & area do Cerrado com o

cultivo continuo.

A integracdo de pastagens na cultura de milho ndo alterou a colonizacéo

micorrizica.

A modificacdo da area de Cerrado a areas agricolas favoreceu a producdo de

esporos de FMAs.

O estudo da comunidade de FMAs pelo método de caracterizacdo morfolégica
mostrou que a riqueza de espécies de FMAs é aumentada pelos sistemas de

manejo agricolas.

A técnica de PCR-DGGE revelou que a area de Cerrado apresenta maior
namero de taxons e que no momento da amostragem nao séo recuperadas em
totalidade as espécies de FMAs em forma de esporos para identificacdo

morfoldgica.

As espécies G. macrocarpum e C. etunicatum apresentaram frequéncia e
ocorréncia tanto na area de Cerrado como nas areas sob diferentes sistemas de

manejo agricola, consideradas como espécies dominantes.
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As espécies G. microaggregatum, A. rehmii, A. scrobiculata e Div. tortuosa

apresentaram maior ocorréncia com o aumento do pH do solo.

As espécies D. heterogama, P. brasilianum, R. fasciculatus, G. clavisporum,
Amb. leptoticha, A. mellea, A. foveata, Gig. sp., S. cerradensis C. etunicatum e G.
macrocarpum ndo foram influenciadas pelos atributos do solo em éareas de

Cerrado como nas areas sob diferentes sistemas de manejo agricola.
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