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RESUMO

A conversao de terras naturais em areas agricolas esta aumentando, assim as praticas agricolas
convencionais vém acarretando em degradacdo do solo e perda de diversidade. Toda essa
mudanca pode alterar a populagdo microbiana causando desequilibrios no meio ambiente. O
objetivo geral desse estudo foi avaliar se 0 uso da terra pelas quatro principais monoculturas
da producdo agricola (Café, Milho, Eucalipto e Pastagem) implantados na zona de
amortecimento (ZA) do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) levam as alteracdes na
microbiota natural do solo. Os objetivos especificos foram verificar se 0 manejo do solo
dessas areas comparadas com suas Areas de Preservacdo Permanente (APP) levam as
alteracbes na composicdo das condi¢des quimicas naturais do solo e comparar se levam a
alteracbes na composicdo, na diversidade taxondmica e funcional das comunidades
bacterianas do solo da ZA do PNSC. Foi utilizado o sequenciamento de alto rendimento do
gene 16S rRNA, para acessar a estrutura das comunidades bacterianas do solo, e uma ampla
gama de medicbes de propriedades quimicas do solo para realizar uma abordagem
comparativa, para encontrar as diferencas nas comunidades microbianas e correlacionar 0s
manejos quimicos locais do solo nos quatro sistemas de uso da terra. Os resultados
demonstraram que a conversdo de terras em agroecossistemas e 0 manejo do solo das areas de
Café, Milho, Eucalipto e Pastagem levaram as alteracdes na composicdo das condicdes
quimicas do solo; na a - diversidade das areas de milho quando comparadas com suas APPs;
na composicdo taxondmica (B — diversidade) das comunidades bacterianas, exceto nas
plantacdes de eucalipto; e nas poucas fun¢Ges metabdlicas das comunidades bacterianas do
solo da ZA do PNSC. Concluiu-se que a composi¢do quimica, a composi¢cdo taxondmica e as
funcbes metabolicas da comunidade do solo sdo sensiveis as perturbacfes, como a aplicacdo
de corretivos e fertilizantes minerais no solo, sendo assim € necessario adotar préaticas
agricolas sustentaveis para manter a qualidade do solo, através do plantio direto, rotacdo de
culturas, uso adequado de fertilizantes, cobertura vegetal, adubacdo organica e acimulo de
matéria organica no solo.

PALAVRAS-CHAVE: praticas agricolas; areas de preservacdo permanente; microbiota do
solo; qualidade do solo; bactérias do solo.



ABSTRACT

The conversion of natural land into agricultural areas is increasing, so conventional
agricultural practices have resulted in soil degradation and loss of diversity. All of this change
can alter the microbial population causing imbalances in the environment. The general
objective of this study was to evaluate whether the use of land by the four main monocultures
of agricultural production (Coffee, Corn, Eucalyptus and Pasture) implanted in the buffer
zone (ZA) of the Serra da Canastra National Park (PNSC) leads to changes in natural soil
microbiota. The specific objectives were to verify whether the soil management of these areas
compared to their Permanent Preservation Areas (APP) leads to changes in the composition of
the soil's natural chemical conditions and to compare whether they lead to changes in the
composition, taxonomic and functional diversity of bacterial communities of the soil of the
PNSC ZA. High-throughput sequencing of the 16S rRNA gene was used to access the
structure of soil bacterial communities, and a wide range of measurements of soil chemical
properties to perform a comparative approach, to find differences in microbial communities
and to correlate management local soil chemicals in the four land use systems. The results
showed that the conversion of land into agroecosystems and soil management in the areas of
Coffee, Maize, Eucalyptus and Pasture led to changes in the composition of soil chemical
conditions; o - diversity of maize areas when compared to their APPs; in the taxonomic
composition (f - diversity) of bacterial communities, except in eucalyptus plantations; and in
the few metabolic functions of the soil bacterial communities of the PNSC ZA. It was
concluded that the chemical composition, the taxonomic composition and the metabolic
functions of the soil community are sensitive to disturbances, such as the application of
correctives and mineral fertilizers in the soil, so it is necessary to adopt sustainable
agricultural practices to maintain soil quality, through no-till, crop rotation, proper use of
fertilizers, vegetation cover, organic fertilization and accumulation of organic matter in the
soil.

KEYWORDS: agricultural practices; permanent preservation areas; soil microbiota; soil
quality; soil bacteria.
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1. INTRODUCAO

O uso da terra tem sido considerado uma importante questdo ambiental, pois as
mudancas nas florestas e terras agricolas do mundo, estdo sendo impulsionadas pela
necessidade de fornecer alimentos, bens de consumo e abrigo para bilhGes de pessoas.

Areas de pastagens e plantacbes se expandiram nas Gltimas décadas, acompanhadas
por consideraveis perdas de biodiversidade e diminuigdo da capacidade dos ecossistemas de
sustentar a producdo de alimentos, manter os recursos de agua doce e florestal, regular a
qualidade do ar e do clima e preservar a sobrevivéncia da microbiota do solo (FOLEY et al.,
2005).

A maioria dos solos proprios para cultivo ja estdo sendo usados para a producao
agricola e essa intensificacdo da producéo para cobrir as demandas futuras, deve considerar a
sustentabilidade ambiental, caso contrario sera acompanhada por impactos ambientais que
podem se tornar irreversiveis aos solos.

Impactos esses que podem levar a salinizacdo de areas, erosdo do solo, acimulo de
agroquimicos e patogenos, perda de fertilidade, biodiversidade e de servigos ecossistémicos
(BENDER et al., 2016).

O solo presta servigos ecossistémicos através de suas inumeras fungdes, sendo assim
estes servicos dependem das propriedades do solo e suas interagcdes e € influenciado pelos
diferentes usos e pelo seu manejo, 0 que é chamado de servicos ambientais, 0S quais Sao
realizados pelas atividades humanas que contribuem para a manutencdo, recuperacdo ou
melhoria dos servicos ecossistémicos.

Para Babin et al. (2019) as préticas agricolas convencionais prejudicam o solo e seus
microrganismos devido ao aumento da aplicacdo de agroquimicos, a falta de rotacdo de
culturas, a excessiva mecanizacdo entre outras praticas de manejo. O solo passou a ser
manejado com novas tecnologias que propiciaram o desenvolvimento das culturas, o que
transformou as terras agricolas e pastagens nos maiores biomas confrontando com a cobertura
florestal que vem sendo perdida devido a expansdo agricola e a extracdo de madeira (FOLEY
et al., 2005).

As préticas agricolas conservacionistas, atraves do sistema de plantio direto, do uso de
plantas na cobertura do solo e do uso adequado de fertilizantes sdo algumas das praticas de
agricultura de conservacdo promovidas para a mitigacdo da erosdo do solo, melhoria na
qualidade do solo e consequentemente na produtividade das culturas (MBUTHIA et al.,
2015).
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Portanto, grande parte das alteragdes quimicas e biologicas que ocorrem no solo é
devido ao manejo inadequado do mesmao, pois o0s solos sofrem degradacdo fisica, como erosdo
e compactacdo, degradacdo quimica devido a acidificacdo e perda de nutrientes, e degradacao
bioldgica, através da perda de matéria organica e da biodiversidade. Entdo, toda essa mudanca
altera a populagdo microbiana, causando desequilibrios no meio ambiente e danos nas
diferentes fungbes desenvolvidas pela microbiota do solo.

Os organismos do solo sdo um componente integral dos ecossistemas, porém as suas
atividades recebem pouco reconhecimento nas estratégias de manejo agricola, o que é errado,
pois a microbiota do solo tem um potencial para melhorar a prestacdo de servicos
ecossistémicos e assim a biodiversidade do solo promove multiplas fungdes ecossistémicas
(BENDER et al., 2016).

Segundo Andreola e Fernandes (2007) a diversidade de microrganismos presentes no
solo é grande, pois além de fazerem parte desse sistema, estédo envolvidos em varios processos
de grande interesse agrondmico, pois Sdo responsaveis por indmeras reacdes bioguimicas,
controla as principais funcdes e propriedades do solo, como a transformacdo da materia
organica; atuam como reguladores de nutrientes, pela decomposicdo da matéria organica e
ciclagem dos elementos, ou seja, atuam como fonte e dreno de nutrientes para as plantas,
ajudam na agregacdo, aeracao, capacidade de retencédo de agua e proliferacéo de raizes.

O que permite analisar a diversidade de microrganismos do solo sdo as ferramentas
moleculares, que de acordo com Fierer et al. (2012) vem ocorrendo o desenvolvimento
continuo de ferramentas moleculares de alta produtividade e as ferramentas necessarias para
analisar essa grande quantidade de dados.

Portanto € por meio dessas ferramentas que caracterizam-se a diversidade taxondmica,
filogenética e funcional das comunidades microbianas do solo. A partir dessa tecnologia é que
diversos estudos ja foram desenvolvidos, e sabe-se agora que as comunidades bacterianas do
solo sdo fortemente influenciadas por diversas propriedades do solo, como pelo pH e os
nutrientes presentes no mesmo, 0 que explica uma grande proporcdo da variagdo na
diversidade bacteriana do solo e na composi¢do da comunidade. Um exemplo sdo os solos
com pH neutro que apresentam maior diversidade bacteriana, diferente dos solos mais acidos
ou mais basicos e as abundancias relativas de muitos filos bacterianos mostraram-se
fortemente correlacionados com o pH do solo. Mudancgas na disponibilidade de nutrientes ao
solo podem ter influéncias consideraveis nas estruturas das comunidades microbianas do solo.

Para Andreote e Cardoso (2016) em relacdo a diversidade e a estrutura das

comunidades microbianas do solo, trabalhos mostram a homogeneizagdo da microbiota em
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areas de floresta convertidas em monoculturas, indicando que a remocéo da floresta diminui a
beta diversidade do bioma. Este efeito possivelmente é uma consequéncia das alteragdes nas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas naturais do solo, o0 que resulta em maior exposi¢do
de nutrientes e consequentemente o surgimento de novos nichos a serem ocupados pela
microbiota, ou seja, ocorre a sele¢do de determinados grupos microbianos.

Portanto, o uso e ocupagéo do solo com a implantacdo e manutengdo de monoculturas
pode levar a alteragdes nas condi¢des quimicas naturais do solo da zona de amortecimento
(ZA) do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC). Essas alteragcdes séo diferentes em
cada tipo de monocultura implantada, como é o caso da cultura do café, milho, eucalipto e
pastagem, e estdo associadas a mudancas na composicdo da microbiota do solo,
principalmente as bactérias, ocorrendo alteracbes nas fungdes ecoldgicas e servicos
ecossistémicos desempenhados por elas.

Esse estudo é de grande importancia, pois a microbiota do solo desempenha funcdes, e
as bactérias que € o objeto de estudo, estdo envolvidas em varios processos e as mudancas que
ocorrem no solo, altera a populacdo das mesmas, causando desequilibrios no meio ambiente e
danos na ciclagem dos nutrientes.

Um outro fator de desenvolvimento do estudo € porque a ZA deveria estar
amortecendo e protegendo os ecossistemas do PNSC. Sendo assim para conscientizar e
disponibilizar informacdes aos produtores rurais que estdo presentes na regido da ZA,
disponibilizou-se propostas de acbes para 0s produtores obterem boa produtividade e
produzirem sem causar danos a microbiota do solo, realizando um manejo adequado do solo e
considerando as propriedades fisicas (aeracdo, retencdo de agua, compactacao, estruturacéo),
quimicas (reacao do solo, disponibilidade de nutrientes, interacdes entres estes) e bioldgicas
(teor de matéria organica, respiracao, biomassa de carbono, biomassa de nitrogénio, taxa de
colonizacdo e espécies de microrganismos). E por fim pode-se considerar que havera
diminuicdo de custos com o controle quimico e preservacao da microbiota do solo. Numa
escala maior, considera-se que havera preservacdo dos servicos ecossistémicos prestados pela
unidade de conservacdo a longo prazo, beneficiando toda a comunidade local.

O objetivo desse estudo foi investigar se 0 uso da terra pelas quatro principais
monoculturas da producao agricola, Café, Milho, Eucalipto e Pastagem implantados na zona
de amortecimento do Parque Nacional da Serra da Canastra levam as altera¢cdes na microbiota
natural do solo.

Contudo para atender a maior demanda da populacdo por alimentos é necessaria uma

melhor compreensdo de como o manejo do solo e as praticas agricolas afetam a microbiota do
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local, pois o0 solo deve ser manejado visando a sustentabilidade, ou seja, produzir através de
uma agricultura sustentdvel, levando em consideragdo a qualidade do solo e o bom

funcionamento de seu ecossistema.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Solo como prestador de servigos ambientais

Os servigos ambientais prestados pelo solo estdo relacionados as fungfes que 0 mesmo
executa, e que sdo de grande importancia para o entendimento do papel relevante desse
recurso natural.

O conceito de servicos ambientais esta relacionado com os beneficios que as pessoas
obtém da natureza direta ou indiretamente, através dos ecossistemas, a fim de sustentar a vida
no planeta. Segundo o Millennium Ecosystem Assessment (2005) os servigos ambientais sao
classificados em servicos de provisdo que reportam o abastecimento de alimentos diretos ou
indiretos para seres humanos, agua doce, madeira, fibra e combustivel, assim o0s ecossistemas
fornecem as condigdes para o cultivo de alimentos e outros recursos; servi¢os de regulacéo
sdo aqueles que regulam a qualidade da agua, do ar e do clima, afetam as inundacgdes e
desastres naturais, controlam a eroséo, 0s processos biolégicos como polinizacdo e as doencas
e degradam residuos; servicos culturais sdo os beneficios ndo materiais obtidos a partir do
contato com o0s ecossistemas, incluindo beneficios estéticos, espirituais, educacionais e
recreativos; e servicos de apoio que estdo relacionados com a formacdo do solo, com o0s
processos de fotossintese, de ciclagem de nutrientes, de producdo, habitat e biodiversidade,
assim esses servigos sustentam quase todos 0S outros servigos.

Os servicos ecossistémicos dependem das propriedades do solo e suas interacdes, e é
influenciado pelos diferentes usos e pelo seu manejo. Vinculando os servicos ambientais as
vérias funcdes fornecidas pelo solo tem-se que o solo é a base para a biodiversidade. E habitat
para 0s genes de animais e microrganismos e 0 meio para suporte e desenvolvimento de
plantas, pois dependem do solo para serem supridas de agua, ar e nutrientes. O solo realiza a
estocagem, regulagem e liberacdo de nutrientes, constituindo parte dos ciclos biogeoquimicos
e influenciando os outros recursos naturais, assim os elementos podem ser transformados em
formas que sdo facilmente disponiveis para as plantas e armazenados no solo. O solo fornece
uma dieta saudavel para o bem estar humano e animal. Atua no ciclo da agua, pois pode
regular a drenagem, o fluxo e o estoque de &gua e solutos. A agua é direcionada para 0s
reservatorios de subsuperficie ou para o0 uso das plantas e animais edaficos. O solo age na
manutengdo da qualidade da &gua e do ar. Os compostos toxicos introduzidos no ambiente
podem ser retidos, degradados ou se tornarem indisponiveis para plantas e animais, assim sua

capacidade de estocar, filtrar, tamponar e transformar substancias, é crucial para producédo e
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protecdo do suprimento de &gua e para regulacdo dos gases de efeito estufa. O solo é um
provedor de matérias-primas, como fibras, madeiras e antibioticos sintetizados de fungos e
bactérias do solo para produzir medicamentos. Ele € a base para as estruturas urbanas e
conserva o legado arqueoldgico, essencial para a preservacdo do patriménio cultural da
humanidade. E entre outras tantas fungdes o solo € um componente fundamental das
paisagens, oferecendo beleza a humanidade (ADHIKARI e HARTEMINK, 2016; ELDOR,
2015; VEZZANI, 2015).

2.2 Impactos da prética agricola na qualidade do solo

De acordo com Eldor (2015) e Moreira (2006) alguns processos de préticas agricolas
do cultivo intensivo impactam de forma negativa o solo, por meio da derrubada da vegetacéo
nativa, do preparo do solo e do cultivo e manutengdo de monoculturas, causando a degradacéo
dos solos, promovendo a eroséo e 0 aumento das perdas de matéria organica.

A implantacdo de culturas e pastagens com a retirada de florestas naturais causam
efeitos deletérios sobre a composicdo quimica do solo e sobre os microrganismos e seus
processos, diminuindo as populacbes de organismos e, consequentemente, a qualidade do
solo. As modificacdes que ocorrem nos fatores quimicos do solo estdo relacionadas com a
adicdo ou remocdo de elementos (adubacéo, calagem, exportacdo por colheita), e as praticas
de cultivo (plantio convencional e direto), as quais causardo impacto na microbiota do solo. A
adubacdo, quimica ou organica, no geral aumenta a microbiota através do aumento da
disponibilidade de nutrientes e fontes de carbono. O plantio direto parece favorecer a
microbiota em relacdo ao plantio convencional, principalmente pelo maior acumulo de
matéria organica vegetal, que € fonte de C e nutrientes para a biota e auséncia de
mecanizacdo. A pratica da queima dos restos vegetais pode ter efeito deletério sobre os
microrganismos, Vvisto que a maior parte dela esta localizada nas camadas superficiais, menos
protegidas do efeito isolante térmico do solo. Compostos ou elementos toxicos (xenobidticos,
metais pesados) adicionados ao solo por meio de diversas atividades antrdpicas (agricolas,
industrias, mineradoras) tém efeitos prejudiciais a microbiota. Por isso, 0s organismos do solo
podem ser importante ferramenta em estudos de avaliacdo da qualidade dos solos (ELDOR,
2015; MOREIRA, 2006).

Portanto diversos fatores afetam os organismos de solo, por isso suas populac¢des séo
extremamente variaveis dependendo do tipo de solo, da vegetacdo, do manejo do solo e das

condigdes climéaticas. Assim, grandes variagdes podem ser encontradas entre ecossistemas
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distintos na mesma regido ou de distintas regides geogréficas. Além disso, a grande
variabilidade dos micro-habitat com seus respectivos ambientes permite a coexisténcia de

organismos com caracteristicas bastante distintas.

2.3  Papel dos microrganismos na manutengao dos ecossistemas do solo

Os microrganismos do solo, principalmente as bactérias, realizam servigos ambientais
auxiliando os sistemas agrarios e naturais, que atuam na protecdo de plantas contra doencas e
pragas, ou seja, acdo antagdnica aos patdgenos, na fixacdo bioldgica de N2, na solubilizacéo
de fosfatos, no fornecimento de hormdnios vegetais, na transferéncia de nutrientes
diretamente do solo para as raizes entre outras (ANDREOLA e FERNANDES, 2007).

Os microrganismos realizam atividades importantes para a manutencdo e
sobrevivéncia das comunidades vegetais e animais. No solo, as fungdes principais dos
organismos sdo: decomposicdo da matéria organica, producdo de humus, ciclagem de
nutrientes e fluxo de energia, producdo de compostos complexos que contribuem para a
agregacao do solo, decomposicdo de xenobioticos e controle bioldgico de pragas e doencas,
entre outras fungbes. As atividades microbianas resultam da necessidade desses organismos
de sustentar sua propria vida e se reproduzir em resposta a um conjunto Unico de restricées
ambientais (ELDOR, 2015; MOREIRA, 2006).

Muitos aspectos da funcdo microbiana do solo estdo relacionados ao papel dos
microrganismos na determinacdo dos resultados nos ecossistemas. Ecossistemas sdo sistemas
definidos por uma composicéo especifica de populacdes em interacdo e 0 ambiente no qual
esses organismos interagem. Eles sdo definidos espacialmente pelas interagdes dos
organismos e sua relacdo com o espaco fisico como um sistema integrado e sdo afetados por
eventos de longo e curto prazo (ELDOR, 2015).

As atividades humanas alteram a dindmica do ecossistema através do cultivo e
gueima, aumentando as cargas quimicas do solo e introduzindo pesticidas e outros produtos
quimicos produzidos pelo homem no solo. Todas essas préticas terdo impactos na estrutura da
comunidade microbiana, alterando ainda mais as funcdes metabdlicas.

Alteracdes na taxa de mineralizacdo de qualquer nutriente necessario as plantas
alterardo a produtividade do ecossistema. Se as taxas desse processo aumentam ou diminuem,
depende das mudancas especificas de temperatura e umidade e da interacdo entre 0s dois,
assim podem ocorrer impactos na eficiéncia microbiana e no grau em que 0s microrganismos

evoluem sob as novas restricdes. Os fatores de formagdo do solo, incluem clima, tempo,
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material de origem, biota e topografia, estabelecem limites para os tipos e taxas de
processamento e as matérias-primas disponiveis para processamento no ecossistema. O clima
é um dos fatores mais importantes, pois determina as taxas de processamento, controlando a
disponibilidade, a temperatura e a umidade. O tempo é um fator importante para avaliar o
grau de intemperismo dos solos ou o desenvolvimento vegetativo desde uma perturbacdo. O
tempo necessério para o desenvolvimento dos solos esta relacionado de forma interativa com
o clima, pois as condicdes ambientais adversas exigem muito mais tempo para 0
desenvolvimento do solo, enquanto os ambientes mais quentes, com ampla umidade e
temperaturas moderadas, exigem consideravelmente menos. O tipo de material de origem
determina a capacidade de retencdo de nutrientes e agua do meio em que 0S organismos
crescem e 0s tipos de micro e macrorganismos que podem existir. A topografia, a inclinagéo e
as caracteristicas determinam o acesso a agua, 0 movimento dos materiais, a profundidade do
solo e o grau de intemperismo do material de origem. A topografia pode alterar a estrutura da
comunidade acima e abaixo do solo e a consequente atividade microbiana com base na
localizagdo da encosta, que tem grandes impactos na umidade e na produtividade da planta e
refletird na quantidade de energia recebida. Em termos de desenvolvimento do solo, a funcao
da comunidade microbiana altera a quimica do solo diretamente atraveés de processos que
aumentam a disponibilidade de nutrientes (fixacdo de N, solubilizacdo de P) e/ou alteram as
taxas de decomposicdo. A funcdo da comunidade microbiana altera a estrutura fisica do solo
como resultado do envolvimento da agregacdo, que afeta diretamente a infiltracdo de agua, a
resisténcia a erosao e a disponibilidade de nutrientes. A funcdo microbiana afeta diretamente
as caracteristicas do ecossistema (ELDOR, 2015).

No solo, a diversidade e a composicdo microbioldgica, assim como suas fungoes, estdo
relacionadas a caracteristicas intrinsecas desse habitat, que é um sistema heterogéneo,
complexo, descontinuo, estruturado e dinamico com diferentes caracteristicas quimicas,
fisicas e comunidades biologicas. Tais caracteristicas permitem que organismos com
metabolismos diferentes possam conviver lado a lado, interagindo de forma positiva ou
negativa em estado de equilibrio dindmico, muitas vezes com relacdes de dependéncias
essenciais para sua sobrevivéncia, proporcionando, assim, condi¢des ideais para uma
biodiversidade extremamente elevada. Assim, as relacdes entre organismos influenciam
varios processos do solo como a mineralizacdo da matéria orgénica e de Xenobioticos,
controle biolégico de pragas e doencas, ciclagem de nutrientes, formacdo de hiamus e
equilibrio biolégico. Sabe-se entdo que muitos tipos de variagdo ambiental afetam a

composicdo da comunidade, biomassa e atividade microbiana do solo. No entanto, existem
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muitas diferencas entre tipos de solo, tipos de ecossistema e usos da terra e € provavel que
uma combinacdo complexa de fatores de perturbacdo do solo esteja envolvida na
diferenciacdo de comunidades microbianas em escala regional (MOREIRA, 2006; ELDOR,
2015).

Como os processos no solo sdo mediados por microrganismos é essencial entender o
grau de sensibilidade da comunidade microbiana as préaticas de manejo, para poder prever 0s

efeitos no funcionamento do solo.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

O objetivo desse estudo foi avaliar se o uso da terra pelas quatro principais
monoculturas da producdo agricola (Café, Milho, Eucalipto e Pastagem) implantados na ZA
do PNSC levam as alteracfes na microbiota natural do solo.

3.2  Objetivos especificos

e Verificar se 0 manejo do solo dos quatro tipos de monoculturas (Café, Milho, Eucalipto e
Pastagem) levam as alteragdes na composicao das condi¢es quimicas naturais do solo da
ZA do PNSC;

e Comparar se 0 manejo do solo dos quatro tipos de monoculturas (Café, Milho, Eucalipto e
Pastagem) levam a alteracdes na composicéo, na diversidade taxonémica e funcional das

comunidades bacterianas do solo da ZA do PNSC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Desenho experimental

Com o proposito de alcangar o objetivo proposto de verificar o impacto causado pelo
uso e ocupacao do solo por diferentes tipos de monoculturas sobre a microbiota, foi escolhida
uma area com paisagem tipica do Cerrado do sudeste brasileiro com os quatro monocultivos
(café, milho, pastagem e eucalipto) implantados em &reas muito proximas e foram
comparadas amostras da microbiota do solo impactado por cada um destes cultivos com
amostras da microbiota de solo de &reas de preservacdo permanente adjacentes as areas
impactadas.

4.2  Descricdo da area de estudo

A éarea de estudo estd localizada na zona de amortecimento (ZA) pertencente ao
Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC). Estas zonas de amortecimento sdo areas
demarcadas desde o processo de implantacdo de uma Unidade de Conservacao (UC) onde as
atividades humanas estdo sujeitas as normas e restricdes especificas no sentido de garantir
uma maior eficAcia na protecdo dos recursos naturais e culturais das UCs, através da
minimizacdo dos impactos negativos ocorridos no entorno da mesma (MMA/IBAMA, 2005).

A area do PNSC e seu entorno situam-se no dominio fitogeografico do Cerrado. Esse
bioma tem uma extensdo de aproximadamente 200 milhdes de hectares, o que representa
23,03% do territério nacional e o Parque contribui com a protecéo de aproximadamente 3,8%
da area protegida de cerrado sob as Unidades de Conservacdo federais, uma area cuja
prioridade para a conservacao é extremamente alta.

Com a substituicdo de grande parte da cobertura vegetal nativa por pastagens e
lavouras, restaram apenas algumas manchas de florestas mesofilas, outras de cerrado e
arvores isoladas em meio as pastagens (MMA/IBAMA, 2005).

O PNSC apresenta praticamente todas as fitofisionomias do bioma Cerrado que
englobam formacdes florestais (mata ciliar, mata de galeria, mata de encosta, mata seca e
cerraddo), savanicas (cerrado sentido restrito) e campestres (campo limpo, campo sujo e
campo rupestre) (MMA/IBAMA, 2005).

Referente ao solo do PNSC, foram identificados varios tipos, onde predominam os

Latossolos Vermelho-Amarelo distroficos de textura argilosa e Cambissolos distroficos e
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litdlicos. Dentro dos limites do Chapaddo da Canastra foram identificados solos latossélicos;
solos medianamente profundos; solos cambisélicos medianamente profundos com ou sem
cascalho; solos poucos profundos cambisélicos; solos pouco profundos neossolos; e
afloramentos rochosos (MMA/IBAMA, 2005).

A agropecuéria é desenvolvida no PNSC e na ZA de forma desordenada e néo
sustentavel, estando presente em toda a ZA, onde se encontram instaladas fazendas, que em
alguns casos ocupam proporc¢des extensivas. O uso e ocupacdo do solo na regido é bem
diversificado, e as principais atividades desenvolvidas sdo as de lavouras perenes e anuais,
pastagens naturais e exoticas, matas naturais e plantadas, lavouras em descanso e produtivas
ndo utilizadas.

As areas de preservacdo permanente também sofrem impactos negativos, as quais séo
definidas como areas protegidas, cobertas ou ndo por vegetacdo nativa, com a funcédo
ambiental de preservar os recursos hidricos, a paisagem, a estabilidade geoldgica e a
biodiversidade, facilitar o fluxo génico de fauna e flora, proteger o solo e assegurar 0 bem-
estar das populacbes humanas. As APPs também estdo presentes dentro da UC, porém
encontram-se descaracterizadas e descontinuas, impedindo a formacgédo de corredores entre as
matas, diminuindo a diversidade de espécies e a estabilidade ecologica (MMA/IBAMA,
2005).

De acordo com Cruz (2015), o Cerrado ¢é o segundo maior bioma do Brasil, ocupando
a regido central do pais e sendo chamado também de savana brasileira. E uma regido
caracterizada por uma vegetacdo baixa de até 20 m, esparsa, com caules retorcidos e folhas
espessas. Além das arvores também possui plantas herbaceas, principalmente as gramineas.
Apesar de parecer uma resposta a escassez de agua, na verdade € uma resposta a escassez de
nutrientes. Seu solo € muito pobre e possui alta concentracdo de aluminio, que é toxico para
as plantas. As arvores possuem essa aparéncia também em funcdo do fogo, que pode
acontecer de forma espontanea e natural no periodo de seca. Muitas plantas possuem
adaptacbes ao fogo, como resina de protecdo a 6Orgdos internos e sementes com casca
resistente. Suas fisionomias sao nomeadas em funcdo da quantidade de plantas encontradas na
regido e podem ser classificadas como cerraddo (fisionomia florestal), cerrado limpo (com
poucas plantas) ou cerrado sujo (com muitas plantas). E considerada area de prioridade para
conservagdo, a nivel mundial, porém vem sofrendo muitos impactos causados pela
agricultura. Como seu solo é muito pobre em nutrientes e ainda toxico, até a década de 50 ele
ndo era explorado, mas com o desenvolvimento de novas tecnologias das praticas agricolas

(calagem do solo, fertilizantes minerais, maquinario agricola) e o crescimento do plantio de
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diferentes culturas através de incentivos oferecidos pelo governo, foi possivel produzir em
grande escala nesse bioma. Todos esses fatores iniciaram o processo de crescimento

econémico e consequente impacto ambiental descontrolado na regido.

4.3  HipoOtese

Cada monocultura impacta o solo de uma maneira diferente, podendo alterar a
composi¢do quimica do solo, a diversidade, a composi¢cdo da microbiota do local e a
diversidade funcional das bactérias.

4.4  Descrigdo da amostragem do solo

4.4.1 Localizacédo da Regido

A amostragem de solo foi realizada na ZA do PNSC, pois é nessa regido no entorno do

Parque que podem ser desenvolvidas as atividades agropecuérias conforme Figura 1.

4.4.2 Periodo de coleta

A coleta de solo foi realizada em marco de 2018, e as amostras foram utilizadas para
realizar as analises quimicas e a extracdo de DNA para a caracterizagdo metagendmica das

comunidades microbianas do solo.

4.4.3 Critérios de definicdo das areas cultivadas e APPs

Na ZA do PNSC estdo presentes varias propriedades de produtores rurais, 0s quais
promovem atividades agrossilvipastoris, ou seja, desenvolvem atividades de agricultura,
pecuaria e floresta, para a producdo de grdos, leite, carne e madeira. As amostras de solo
coletadas nas areas cultivadas dos empreendimentos foram definidas como éareas de
tratamento e as amostras de solo coletadas nas areas de preservacdo permanente (APP) foram
definidas como areas de controle, ou seja, areas com caracteristicas do solo em condigdes
originais sem influéncia do impacto estudado.

Foram selecionados, ao acaso, quinze empreendimentos rurais, nos quais tinham

implantados uma das quatro monoculturas sob estudo: café (4 empreendimentos), milho (4
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empreendimentos), eucalipto (3 empreendimentos) e pastagens (4 empreendimentos) e uma
area de preservacdo permanente (APP) adjacente a cada uma delas. Totalizando em 15 &reas
de tratamento e 15 areas de controle, ou seja, 30 pontos amostrais.

Entretanto ndo foi possivel realizar as anélises microbioldgicas de amostras de solo de
quatro areas selecionadas. Portanto as analises microbiolégicas foram baseadas em trés areas
de producéo de café, trés areas de producdo de milho, trés areas de producdo de eucalipto e
apenas duas areas de pastagem (Figura 1).

4.4.4 Descricdo do método de coleta do solo

Em cada area de cultura instalada e de APP, coletou-se uma amostra composta de solo,
ou seja, foram coletadas duas subamostras na area agricultavel e duas subamostra na area de
floresta, formando para cada uso do solo uma amostra composta, totalizando trinta amostras.
No instante das coletas, em cada area selecionada foram georreferenciados os pontos
amostrais utilizando um GPS. Cada ponto amostrado foi delimitado em uma area de 4 m2. A
superficie foi limpa com o auxilio de uma enxada e coletou-se quatro sub amostras de solo
dentro da éarea selecionada, sendo cada uma composta de 250 gramas, as quais foram
misturadas em um balde para se obter uma amostra composta representativa de
aproximadamente 1,0 kg de solo. As amostras de solo foram coletadas entre 0 e 20 cm de
profundidade, retiradas com a cavadeira. Depois as amostras compostas foram acondicionadas
em sacos plasticos, com as devidas identificacdes e mantidas em caixas de isopor contendo
gelo durante a viagem entre a area de amostragem do solo até o Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia - IFMG - Campus Bambui,

onde foram mantidas resfriadas.
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Figura 1 - Esbogo do estudo, incluindo a hipotese do estudo, tipos de sistemas de uso da terra
acessados, principais abordagens comparativas e mapa de amostragem geogréfica
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Fonte: Autor, 2020.

4.5  Descricao dos atributos quimicos do solo

4.5.1 Analise quimica do solo

As trinta amostras coletadas foram divididas em duas porcbes, uma parte foi
acondicionada novamente em sacos plasticos limpos e com identificacdo e encaminhadas para
o0 Laboratério de Solos do IFMG - Campus Bambui, para serem analisadas, porém para cada
amostra foram necessarias trés réplicas, totalizando em noventa amostras.

As amostras foram analisadas no sentido de aferir as treze propriedades quimicas que
potencialmente podem estar relacionados com o metabolismo microbiano do solo: pH; P; K;
Ca; Mg; Al; M.O.; B; Cu; Fe; Mn; Zne S.

A metodologia utilizada na analise de solo seguiu 0 que diz Teixeira et al. (2017) e
Ribeiro et al. (1999).

46  Extracdo de DNA
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A etapa de preparagdo das amostras para a extracdo do DNA dos microrganismos foi
realizada no Laboratério de Biologia Molecular do IFMG - Campus Bambui, em agosto de
2018. Para concluir esse objetivo foram separadas amostras de 0,25 mg do solo de cada uma
das 30 amostras coletadas em triplicata, totalizando 90 amostras.

O DNA foi extraido utilizando o Kit comercial DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen),
seguindo as instrucdes do fabricante incluindo apenas um periodo de incubagdo a 95°C por 2
minutos para favorecer a extracdo de DNA de bactérias gram-positivas.

Primeiramente realizou-se a higienizagdo da cémara de fluxo laminar vertical com
hipoclorito de sddio e alcool 70%, pois todas as etapas sdo realizadas dentro da camara.
Colocaram-se todos os materiais a serem utilizados dentro da camara, a qual foi ligada por 15
minutos para esterilizar os materiais e 0 ambiente de uma possivel contaminacéo, garantindo a
seguranga da manipulagéo.

Os materiais e 0s procedimentos utilizados para a extracdo de DNA foram de acordo
com as instrugdes do fabricante.

A qualidade do DNA extraido foi verificada por eletroforese de uma aliquota da
amostra em gel de agarose a 1,5% corado com corante ndo-mutagénico. A concentracdo do
DNA extraido, ou seja, a quantidade foi estimada por espectrofotometria utilizando o aparelho

NanoDrop (ThermoFischer).

4.7  Amplificacdo por PCR e sequenciamento de DNA

A caracterizacdo da composicdo das comunidades procaridticas tipicas de cada
amostra foi realizada através do sequenciamento da regido hipervariavel V4 do gene
ribossomal rDNA 168, utilizando 0s oligoiniciadores 515F (5°-
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") e 806R (5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’)
adicionados de adaptadores que permitem o sequenciamento simultdneo de muitas amostras
por placa de sequenciamento, através da presenca de uma sequéncia de nucleotideos exclusiva
de cada oligoiniciador (chamada “barcode”) e sequéncias de ligagdo ao cartucho da
plataforma Illumina MiSeq (GILBERT; JANSSON; KNIGHT, 2014).

A reacdo de PCR foi realizada em triplicata utilizando as condi¢bes padrdes do
sistema de amplificacdo otimizado OneTaq Hot Start Quick-Load® 2X Master Mix with GC
Buffer (New England Biolabs) num volume total de 25 puL, com concentracdo final de cada
primer de 5 pM. As condi¢des de amplificacdo foram: 1X(94°C/3”), 25X(94°C/45s, 50°C/60s,
72°C/90s), 1X(72°C/10m, 04°C/o0). Os amplicons produzidos em triplicata foram combinados
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e purificados utilizando o sistema Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). A
quantificacdo dos amplicons foi realizada utilizando o kit Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay
Kit (ThermoFisher/Invitrogen cat. no. P11496) seguindo as instrucfes do fabricante.

Os amplicons purificados foram reunidos num dnico tubo (pool de bibliotecas) em
quantidades equitativas de amplicons (normalizagdo das bibliotecas) de modo a ndo favorecer
0 sequenciamento de alguma amostra em detrimento das demais. As amostras foram
submetidas ao sequenciamento utilizando a plataforma Illumina MiSeq no centro multiusuario
de sequenciamento CEFAP, localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
de Séo Paulo (ICB/USP). O sequenciamento seguiu as condic¢Oes padréo do sistema Illumina
MiSeq V2 de 500 ciclos, esquema de sequenciamento de “pontas pareadas” (paired-end)
equitativo (2 x 250), no qual o fragmento alvo é sequenciado no sentido direto (do primeiro
nucleotideo em diante) e também no sentido reverso (a partir do ultimo nucleotideo em

diregdo ao primeiro).

4.8 Analise bioinformatica dos dados

Todo o tratamento dos dados gerados no sequenciamento da regido V4 do gene
ribossomal 16S rRNA foi realizado utilizando a plataforma bioinformatica de analise de
dados de microbiomas gerados por sequenciamento de nova geracdo QIIME2™ (BOLYEN et
al., 2018) e seguindo os parametros sugeridos pelo The Earth Microbiome Project
(GILBERT; JANSSON; KNIGHT, 2014).

O modulo DEMUX foi utilizado para separar as sequéncias brutas de cada amostra
sequenciada (considerada aqui como biblioteca de leituras de sequenciamento) através do
trecho identificador chamado de barcode.

O mddulo DEMUX foi também utilizado para gerar relatérios interativos de
qualidades das leituras para embasamento dos pontos de corte das leituras. O mddulo
DENOISE foi utilizado para remover os iniciadores das leituras, cortar os trechos de baixa
qualidade, identificar e remover sequéncias quimeras, unir as leituras diretas e reversas e
identificar as diferentes leituras, chamadas de ASVs (amplicon sequencing variants),
utilizando o método de DADAZ2. Cada uma das diferentes ASVs foram assumidas nas analises
posteriores com a unidade taxondmica basica e tiveram a sua taxonomia estimada utilizando o
classificador Naive Bayes Classifier. O classificador foi treinado utilizando o mddulo
FEATURE-CLASSIFIER, utilizando o banco de dados taxondémico SILVA, versdo 1.32

(QUAST et al.,, 2013). Todos os dados de sequenciamento gerados neste estudo foram
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depositados no banco de dados gendémicos GENBANK, identificados pelo Bioprojeto
PRINA658063.

Com o objetivo de se estimar a diversidade de funcbes metabdlicas presentes nas
comunidades bacterianas identificadas através do sequenciamento da regido V4 do gene 16S
rDNA, foi utilizada uma analise preditiva de fungdes metabdlicas utilizando o maddulo
PICRUt2 (DOUGLAS et al., 2020), seguindo a pipeline “qiime picrust2 full-pipeline” que foi
desenvolvido para realizar a analise dentro da plataforma QIIMEZ2, utilizando as tabelas de
ASVs como base para buscas de fungdes metabolicas dos grupos bacterianos elencados nas
tabelas no banco de dados de fungbes metabdlicas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), gerando para cada amostra uma tabela de fun¢Ges metabdlicas relacionada a cada
ASV (chamadas KOs). Cada uma das fungbes metabdlicas preditas por PICRUSt2, chamadas
aqui de KOs, foi considerada neste estudo como unidade funcional nas analises funcionais

posteriores.

49 Analise estatistica dos dados

4.9.1 Analise dos dados referentes a composi¢do quimica do solo

Primeiramente, para a comparacao entre variancias foi necessario aplicar o teste F de
Fisher ao nivel de significancia de 5%. Nos casos de variancias entre amostras comparadas,
aplicou-se o teste t de Student de duas amostras presumindo variancias diferentes ao nivel de
significancia de 5% para a comparacdo das médias. No caso de variancias iguais entre
amostras comparadas, aplicou-se o teste t de Student de duas amostras presumindo variancias
equivalentes ao nivel de significancia de 5% para a comparacdo das médias. Todos os testes
foram realizados no programa Microsoft Office Excel.

Compararam-se dois grupos por vez quanto a sua variancia, assim aplicou-se o teste F,
um teste de hipdtese de que as variancias das duas populacdes sdo iguais, ou seja, para
verificar se ha variancia entre as amostras de solo testadas. O teste F de Fisher é simplesmente
uma razdo de duas variancias, que sao uma medida de dispersdo, ou até que ponto os dados
estdo dispersos em relacdo a sua média, no qual valores maiores representam maior disperséo.
Utilizou-se o teste unilateral e estabeleceram-se as seguintes hipoteses:

Ho: as variancias da variavel quantitativa da area da cultura (Café, Milho, Eucalipto ou
Pastagem) sdo iguais a variancia da area da floresta associada a cultura;

H:: uma das variéncias analisadas é maior do que a outra.
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O teste t de Student, de acordo com Vieira (2011) € indicado para testar a igualdade de
duas médias quando os grupos sdo independentes. E um teste de hipotese que usa conceitos
estatisticos para rejeitar ou ndo uma hip6tese nula. Para calcular o valor de t, é realizado o
calculo da média e da variancia de cada grupo; o calculo da variancia ponderada; o célculo do
valor de t, que esté associado aos graus de liberdade.

O valor calculado de t (valor absoluto) é comparado com o valor critico de t (valor
tabelado), no nivel estabelecido de significancia e com os mesmos graus de liberdade. Em
relacdo ao teste unilateral ou bilateral, segue-se, se a hipétese alternativa ndo especifica o
sinal da diferenca, dizemos que o teste ¢ bilateral; se a hipdtese alternativa especifica o sinal
da diferenca, dizemos que o teste é unilateral, porém é sempre mais seguro aplicar um teste
bilateral, pois é aquele em que vocé tanto pode concluir por um aumento como uma
diminuicdo da medida, depois da intervencdo. Afinal de contas, o tratamento pode dar
resultado contrario ao esperado.

Contudo, utilizou-se o teste t, pois foram comparados dois grupos independentes
quanto a uma variavel quantitativa, solos de uma monocultura (Café, Milho, Eucalipto e
Pastagem) com solos de florestas associadas, para cada propriedade da analise quimica do
solo.

Definiram-se as hipoteses de nulidade que foram testadas:

Ho (hipotese nula): Hrioresta = Hculura; OU Seja, a média da varidvel quantitativa da area da
cultura (Café, Milho, Eucalipto ou Pastagem) é igual a média da area da floresta associada a
cultura.

Hi(hipotese verdadeira): Hrioresta 7 Lcultura; OU Seja, @ média da varidvel quantitativa da area da
cultura (Café, Milho, Eucalipto ou Pastagem) é diferente da média da area da floresta
associada.

Além dos testes por parametros individuais, foi realizada uma analise multivariada de
componentes principais (PCA) com a proposta de identificar padrbes gerais de similaridade
entre amostras de solo dos dois grupos de teste (area cultivada x APP) em cada um dos tipos
de monocultura estudado. Testes de agrupamento foram realizados através de PERMANOVA
(Permutational Multivariate Analysis of Variance) assumindo o nivel de significancia de 5%.

As analises de PCA foram realizada utilizando o software R (versdo 3.3.2 pacote

vegan).

4.9.2 Andlise dos dados referentes & composi¢do microbiologica do solo
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As analises estatisticas nesta secdo do estudo foram delineadas para comparar a
estrutura, tanto taxonémica quanto funcional, das comunidades bacterianas acessadas em
amostras de solo das areas cultivadas e comunidades de solo das areas de APPs adjacentes,
sob a premissa de que as comunidades bacterianas presentes nas APPs representam as
comunidades bacterianas do solo antes da conversdo das areas nativas de Cerrado em sistemas
agricolas.

Além disso, considerou-se que como 0s procedimentos de manejo do solo sdo
especificos para cada cultura, comparar os padrdes encontrados entre amostras de culturas
diferentes seria contraproducente. E ainda, como 0 manejo do solo para uma mesma cultura é
similar entre as areas amostradas, considerou-se que as areas utilizadas para o plantio de um
mesmo tipo de cultura, podem ser tratadas como réplicas nas analises.

Para as analises dos dados taxonémicos, foi utilizada a plataforma QIIME2 para gerar
vetores de alfa-diversidade bem como matrizes de beta-diversidade, utilizando um ponto de
corte que considerou apenas amostras representadas por bibliotecas com mais de 5000
leituras.

O ponto de corte se baseou no ponto de inflexdo da curva de rarefacdo gerada para as
as ASVs. Este processo reduziu o nimero de amostras adequadas para a analise de 90 (30
pontos amostrais) para 68 amostras (16 pontos amostrais).

As analises de alfa-diversidade foram realizadas baseando-se em quatro metricas:
namero de ASVs, indice de diversidade de Shannon, indice de diversidade filogenética de
Faith e indice de equitabilidade de Pielou. Testes de Wilcoxon pareados foram realizados para
verificar diferencas significativas entre comunidades bacterianas das areas cultivadas e areas
de APPs, em cada tipo de cultivo, para cada uma das quatro métricas de estimativa de alfa-
diversidade. Além disso, os indices de alfa-diversidade também foram utilizados para testar se
estes indices apresentaram correlagcdes significativas com as propriedades quimicas aferidas,
através de testes de correcdo de Spearman, utilizando o software R (versédo 3.3.2).

As analises de composicdo de grupos bacterianos, ou analises de beta-diversidade,
basearam-se no célculo de matrizes de dissimilaridade utilizando-se trés diferentes métricas:
Bray-curtis (que leva em consideracdo apenas a presenca/auséncia de ASVs), Unifrac ndo-
ponderada (que leva em consideracdo a distancia filogenética entre as ASVs) e Unifrac
ponderada (que leva em consideracéo a distancia filogenética entre as ASVs e sua frequéncia
relativa nas amostras comparadas). Testes de agrupamentos entre amostras referentes as
comunidades bacterianas das areas cultivadas e areas de APPs, foram realizados utilizando o

teste de PERMANOVA. As andlises foram realizadas de maneira independente para cada tipo
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de cultura e para cara uma das trés métricas, assumindo o nivel de significAncia de 5% e
utilizando QIIME2 para a realizacdo dos testes.

A abundancia relativa dos filos bacterianos com frequéncia superior a 1% foi
apresentada em graficos de barras. Teste Exato de Fisher foi utilizado para verificar
diferencas significativas na frequéncia dos filos dominantes entre as reas cultivadas e APPs,
utilizando o software R (versdo 3.3.2). As frequéncias relativas das familias bacterianas
dominantes (com freq. > 3%) foram utilizadas para a constru¢cdo de um mapa de calor de
distribuicédo destes grupos nas amostras, utilizando QIIME2 para a realizagéo dos testes.

Para as andlises funcionais foram adotadas duas abordagens ao se utilizar os dados
gerados por PICRUSt2: uma analise global que considerou todas as KOs
indiscriminadamente; e uma andlise estruturada pela classificacdo de cada KO em categorias
metabolicas hierarquicas estabelecida pelo banco de dados KEGG (KEGG Level 2). Tanto na
analise global quanto na estruturada, foram calculados indices de diversidade de Shannon e
matrizes de dissimilaridade de Bray-Curtis a partir das tabelas de frequéncia de KOs geradas
para cada amostra. Foram realizados testes pareados de Wilcoxon para verificar diferencas na
diversidade de funcbes metabdlicas (KOs) entre comunidades bacterianas de areas cultivadas
e APPs. De forma similar, testes de PERMANOVA foram realizados para testar a
similaridade no conjunto de fungdes metabolicas presentes nas comunidades bacterianas de
areas cultivadas e APPs. Os testes foram realizados para os dados globais e
independentemente para cada uma das categorias de KEGG (analise estruturada).

Adicionalmente, foi realizada uma andlise de discriminante, chamada LEfSe - Linear
Disciminant Analysis Effect Size (Segata et al., 2011), com o objetivo de identificar funcdes
metabolicas com abundancia discrepante entre comunidades bacterianas de areas cultivadas e

APPs, assumindo um valor de corte, ou LDA score — Least Discriminant Score, de 1,5.

4.10 Desenvolvimento de produto técnico e académico

Os resultados obtidos levaram a geracdo de um artigo cientifico, submetido a revista
Applied Soil Ecology, Qualis A1 na Capes, muito importante na area de microbiologia
ambiental e do solo e uma cartilha informativa para levar informacéo e conhecimento para 0s
produtores rurais da regido do Parque Nacional da Serra da Canastra.

A cartilha desenvolvida é uma acdo de conscientizagdo e com propostas para

minimizar o impacto da agricultura na ZA do PNSC, o que podera auxiliar na tomada de
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deciséo sobre o melhor manejo do solo buscando produtividade e diminuindo o impacto do
uso e ocupacéo do solo.

Na cartilha foram abordados diversos assuntos, de maneira simples e objetiva, porém
por si s6 ndo tem o objetivo de suprir em sua totalidade as informagdes de cada assunto, mas
na verdade busca instigar o produtor a refletir sobre determinado tema e a buscar mais
informacdes técnicas sobre o uso de produtos fitossanitarios, as praticas de uso e conservagao
do solo, préticas de calagem e adubacdo e principalmente sobre as atividades que podem ser
desenvolvidas em zonas de amortecimento de Unidades de Conservacdo, compativeis com a
preservacdo dos servicos ambientais prestados pela unidade de conservacdo em especial ao
solo e sua microbiota, preservacdo da area de amortecimento protegendo os ecossistemas do
PNSC e a manutencdo da integridade dos recursos naturais remanescentes do parque.
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o. RESULTADOS

5.1 Propriedades quimicas do solo

5.1.1 Analise de Coordenadas Principais

A Analise de Coordenadas Principais (PCA) sdo analises multivariadas que foram
baseadas nos testes PERMANOVA que sdo testes de agrupamentos para investigar se
estatisticamente as propriedades quimicas das amostras de solo das culturas sao diferentes das
amostras de solo de suas APPs adjacentes.

Em cada quadrante, conforme Figura 2, tem-se um uso do solo e sua respectiva APP e
cada ponto representa uma amostra de solo, assim quanto mais perto um ponto for do outro
mais similar em relagéo a todos as propriedade quimicas vai ser uma amostra da outra.

Nas areas implantadas com pastagem, a PCA explicou 83,35% (eixo x: 58,58% e eixo
y: 24,76%) das propriedades quimicas do solo, conforme Figura 2 A. Nas areas de café
explicou-se 98% (eixo x: 85,47% e eixo y. 12,53%), Figura 2 B. Nas areas com milho
explicou-se 98,06% (eixo x: 92,16% e eixo y: 5,90%) e nas areas com a presenca de eucalipto
explicou-se 92,07% (eixo x: 74,13% e eixo y: 17,94%) das propriedades quimicas do solo,
conforme Figura 2 C e D, respectivamente.

As areas implantadas com milho, cafée, eucalipto e pastagem apresentaram um valor de
p<0,05, ou seja, ha diferencas significativas entre as amostras de solo dos diferentes usos e as
amostras de solo de suas respectivas APPs em relacdo a todas as propriedades quimicas do

solo.
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Figura 2 - Analises de coordenadas principais (PCA) com base nas propriedades quimicas do
solo para cada monocultura. Circulos cinzas representam agrupamentos de amostra
significativos com base em testes PERMANOVA.
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Fonte: O Autor, 2020.

5.1.2 Propriedades quimicas dos solos cultivados e APPs

Verificou-se que existe diferenca estatistica entre as médias das propriedades pH,
H+Al, SB, t, m, MO, B, Cu, Fe, K, Ca, Zn, S, Mg e Al das areas de café quando comparadas a
média dessas propriedades das &reas de APPs associadas (P<0,05), ou seja, as medias sdo
diferentes no nivel estabelecido de significancia. As propriedades pH, SB, t, Cu, K, Ca, Zn, S
e Mg apresentaram as maiores médias nas areas de café e para H+Al, m, MO, B, Fe e Al as
maiores médias foram nas areas de APP.

As areas de pastagem comparadas as areas de APPs adjacentes apresentaram diferenca
significativa entre as médias do pH, SB, H+Al, m, P-rem, Ca, S, Mg e Al (P<0,05). As
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propriedades pH, SB, P-rem, Ca, S e Mg apresentaram as maiores médias nas areas de
pastagem e para H+Al, m e Al as maiores médias foram nas areas de APP.

As médias das propriedades H+Al, SB, m, MO, P-rem, B, Fe, Ca, Mn, S, Mg e Al
apresentaram diferencas significativas para as areas de milho quando comparadas com suas
APPs (P<0,05). As propriedades SB, P-rem, Ca, Mn, S e Mg apresentaram as maiores médias
nas areas de milho e para H+Al, m, MO, B, Fe e Al as maiores médias foram nas areas de
APP.

E por fim as médias das propriedades pH, H+Al, MO, P-rem, P, B, Cu, S e Al
apresentaram diferencas significativas para as areas de eucalipto quando comparadas com
suas APPs (P<0,05). As propriedades pH, P-rem e S apresentaram as maiores médias nas
areas de eucalipto e para H+Al, MO, P, B, Cu e Al as maiores médias foram nas areas de
APP, conforme Tabela 1.

Verificou-se que nédo existe diferenca estatistica entre as médias do t, MO, P, B, Cu,
Fe, K, Mn e Zn das areas de pastagem quando comparadas a média dessas propriedades
quimicas das areas de APPs associadas (P>0,05), ou seja, as médias sdo similares no nivel
estabelecido de significancia. As areas de milho comparadas as areas de APPs adjacentes ndo
apresentaram diferenca significativa entre as meédias do pH, t, P, Cu, K e Zn (P>0,05). As
médias das propriedades P-rem, P e Mn ndo apresentaram diferencas significativas para as
areas de café quando comparadas com suas APPs (P>0,05). E por fim as médias das
propriedades SB, t, m, Fe, K, Ca, Mn, Zn e Mg também ndo apresentaram diferencas
significativas para as areas de eucalipto quando comparadas com suas APPs (P>0,05),
conforme Tabela 1.

Como esperado para os solos do Cerrado, o teor de Al, bem como a saturacdo de Al
(m%) foram maiores nas amostras de solo de APP para todas as comparagdes. Além disso, 0s
teores de matéria organica, Fe e B foram maiores para as areas de APP em todos o0s
agroecossistemas. E a acidez ativa (pH), bem como a acidez potencial (H + Al) tambem
foram maiores nos solos de APPs, exceto nas areas amostradas de milho que néo
apresentaram diferenca significativa (p = 0,106).

Por outro lado, as praticas de fertilizacdo realizadas nas terras cultivadas resultaram
em maiores teores de Prem e S em todas as areas cultivadas, exceto nas areas amostradas de
café que ndo apresentaram diferenca significativa (p=0,065). Da mesma forma, os teores de
Ca e Mg, assim como algumas das bases (SB), apresentaram valores maiores para todas as
areas cultivadas, devido aos procedimentos de calagem no solo, exceto para os solos de

plantio de eucalipto que ndo apresentaram valores significativos (p=0,25). Além disso, a
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fertilizacdo especifica de cada cultura e os procedimentos de manejo do solo levaram a
resultados diferentes nas comparacdes de &reas cultivadas e APPs adjacentes para Varios
micronutrientes, como os teores de Cu, K e Zn que foram maiores nos solos do cafeeiro,

enquanto o teor de Mn foi maior nos solos com cultivo de milho.

Tabela 1- Propriedades quimicas do solo dos quatro usos da terra. Os dados sdo médias de
trés repeticbes de cada area amostrada com erros padrdo entre parénteses. As comparacfes
entre as amostras cultivadas e de APP significativamente diferentes de acordo com o teste de
Wilcoxon estdo representadas em negrito € o valor p € mostrado na coluna “valor p”.

B Pasture Cornfield Coffee Eucalyptus
Soil parameter

Cultured APP pvalue Cultured APP pvalue Cultured APP pvalue Cultured APP p-value

6.07 (0.44) 5.33(0.12) 0.0001 .21 (0.63) 5.8 (0.50) 0.108 6.19 (0.60) 5.51(0.13) 0.012 5.6 {0.45) 5.14(0.30) 0.016
2.95(1.08) 6.61(1.60) 0.0001 2.11(0.73) 5.98 (2.42) 0.0003 2.35(1.02) 6.86 (1.25) <0000.1 3.87 (0.65) 10.92 (1.43) 0.0004

3.10 (2.44) 0.94{0.28) 0.0402 4.6 (1.41) 0.71(0.23) <0000.1 5.10 (0.54) 0.79 (0.17) <0000.1 2,53 (1.86) 0.90 (0.22) 0.251

3.26(2.27) 227 (0.49) 1 4.36(1.41) 3.30 (1.98) 0.184 5.11(0.54) 2.09(0.37) <0000.1 3.14(1.18) 2.99(0.74) 1000
63.39 (19.17) 13.27 (6.11) <0000.1 68.77 (11.83) 7.79 (2.35) <0000.1 69.34 (9.60) 10.76 (3.50) <0000.1 46.55 (9.39) 7.78 (2.27) 0.0004

13.68 (24.73) S7.77 (11.89) 0.0012 0.001 (< 00.1) 30.06 (28.30) 0.0004 0.18(0.33) 6178 (7.71) <0000.1 32.25 (41.58) 67.92 (10.32) 0.25
3.48(0.82) 372(0.48) 0.5088 3.50 (1.09) 5.00 (0.80) 0.004 2.92(0.68) 3.93(0.67) 0.002 3.32 (1.43) 5.74(0.59) 0.0003

21.43 (10.23) 13.36 (1.25) 0.0153 21.81(5.42) 14.59 (4.80) 0.004 20.08 (8.11) 14.84 (2.45) 0.085 25.47 (7.99) 15.6 (3.94) 0.021

3.41(3.54) 281(1.13) 0.5057 373(0.89) 7.62 (5.09) 0.885 8.87 (8.03) 3.48(2.10) 0.088 3.18 (1.30) 5.28 (2.10) 0.03

0.36 (0.05) 0.44{0.10) 0.0873 0.35 (0.05) 0.58 (0.12) 0.0004 0.42(0.17) 0.52 (0.09) 0.042 0.52 (0.11) 0.63 (0.04) 0.012

2.09(0.15) 2.03(0.20) 0.2911 1.81(0.49) 1.88 (0.18) 0.169 3.01(0.85) 1.87 (0.23) 0.0002 1.41(0.23) 211(0.32) 0.001

53.77 (30.03) 81.68 (38.28) 0.084 58.22 (20.29) 90.37 (27.67) 0.014 29.68 (15.03) 67.18 (31.22) 0.002 747 (13.80) 77.1{16.62) 0.757

95.08 (74.39) 110.75 (48.99) 03114 196.00 (7.48) 260.2 (204.3) 1.000 218.00 (132.5) 80.09 (15.85) <0000.1 10833 (32.280)  111.44(27.04) 0723

1.96 (1.55) 0.40 {0.11) 0.013 3.09{0.82) 1.64(1.35) 0.01 3.33(0.41) 0.37 (0.09) <0000.1 1.47 (1.08) 0.38(0.11) 0.25

13.40 (10.60) 8.42(1.08) 1 21.02 (11.47) 5.48 (2.62) 0.0001 10.27 (8.28) 13.53 (6.42) 0.452 13.18 (7.35) 8.78 (3.35) 0.157

1.57 (0.68) 1.23(0.27) 0.1228 2.01(0.60) 1.75 (0.70) 0.451 3.71(0.48) 1.18 (0.16) <0000.1 1.22 (0.79) 1.84 (0.37) 0249
(m 7.01(3.94) 0.0001 (<00.1)  <0000.1 12.52 (10.44) 0.27 (0.30) <0000.1 14.76 (6.35) 0.10 (0.18) <0000.1 9.05 (5.07) 0.29 (0.31) 0.0004

Mg (g 0.90 (0.71) 0.25(0.67) 0.0396 3.09 (0.82) 1.64 (1.35) 0.012 1.21(0.33) 0.22(0.07) <0000.1 0.78 (0.60) 0.24(0.13) 0.25
Al (epigian’) 0.16 (0.29) 1.34(0.52) <0000.4  0.0001 (< 00.1) 0.64 (0.54) 0.0004 0.01(0.01) 1.30(0.32) <0000.1 0.61(0.70) 2.09 (0.78) 0.006

Fonte: O Autor, 2020.

5.2 Diversidade bacteriana

5.2.1 Robustez e eficiéncia do sequenciamento

O sequenciamento de alto rendimento de todas as amostras de solo gerou um total de
836.702 leituras de sequenciamento 16S, com uma frequéncia mediana de leituras por
amostra de 12.185, recuperando 5.487 ASVs com uma média de 136 ASVs por amostra.

As curvas de rarefacdo indicaram o estagio de saturacdo em locais de amostragem,
sugerindo que a profundidade de sequenciamento atual foi suficiente para cobrir a maior parte

da diversidade da comunidade bacteriana, conforme Figura 3.
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Figura 3 - Curva de Rarefagéo
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Fonte: O Autor, 2020.

5.2.2 Diversidade das comunidades bacterianas (a diversidade)

As analises comparativas de a-diversidade entre as comunidades de microrganismos
encontrados nos diferentes usos do solo e em suas APPs de referéncia ndo geraram diferenca
significativa nos indices estimados (Riqueza, Indice de Diversidade de Shannon,
Equitabilidade e indice de Diversidade Filogenética), exceto para as areas cultivadas com
milho que apresentaram diferenca significativa para o indice de Diversidade de Shannon e
Diversidade Filogenética, conforme Figura 4.

Porém pode se observar que o parametro riqueza, que significa o nimero de grupos
bacterianos encontrados independentemente do nimero de individuos de cada espeécie,
segundo Magurran e Mcgill (2010) foram maiores nas areas implantadas com a cultura do
milho do que nas areas adjacentes com APPs. As areas de APPs relacionadas as areas com a
cultura da pastagem e eucalipto implantados apresentaram uma maior riqueza do que as areas
da cultura da pastagem e eucalipto respectivamente. E as areas de café apresentaram uma
maior riqueza quando comparadas com suas areas de APPs adjacentes.

Ao se considerar o Indice de Diversidade de Shannon, que leva em consideracdo o
namero de espécies e também o nimero de individuos de cada espécie, ou seja, a abundancia
e sua variacdo entre grupos bacterianos encontrados, de acordo com Magurran e Mcgill
(2010) os maiores valores foram encontrados nas areas de milho, pastagem e café e mostrou
um declinio nas APPs adjacentes a esses usos do solo. As areas de florestas referentes as

areas de eucalipto apresentaram maiores valores do que a cultura, conforme Figura 4.
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Segundo a Equitabilidade que é a distribuicdo dos individuos entre as espécies de uma
amostra, no qual quer saber se estd bem distribuida a diversidade, independente do nimero de
individuos, para Magurran e Mcgill (2010) todos os diferentes usos do solo foram maiores em
relacdo de suas areas de APPs adjacentes.

O indice de diversidade filogenética considera nio sé a riqueza, mais a distancia
filogenética entre as espécies que compdem uma comunidade, a variabilidade dos grupos
bacterianos e a sua distribuigdo, segundo Magurran e Mcgill (2010) e assim a maior
diversidade filogenética foi observada nas éareas de milho, pastagem e café quando
comparadas com suas areas de florestas. E as areas de eucalipto apresentaram uma menor
diversidade do que suas areas de APPs adjacentes, conforme Figura 4.

Portanto verificaram-se diferencas na diversidade bacteriana (indices de diversidade de
Shannon e filogenética), apenas para o sistema de milho em que as comunidades bacterianas
do solo de areas cultivadas apresentaram indices de diversidade maiores que as APPs

adjacentes, conforme Figura 4.
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Figura 4 - Boxplots de diversidade alfa por agroecossistema. O valor p do teste de Wilcoxon
(cultura vs APP) foi indicado na parte inferior de cada grafico
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5.2.3 Correlagdes de Spearman entre as propriedades quimicas do solo e a a-diversidade

As analises de correlacdo de Spearman entre as métricas de diversidade o (Riqueza,
Diversidade de Shannon, Equitabilidade, Diversidade Filogenética) e a variacdo nas
concentracdes de elementos quimicos do solo apresentaram diferentes padrdes para cada um
dos tipos de ocupacdo do solo, conforme Tabela 2. Para explicar essas correlagdes deve-se
observar que uma correlacdo nula significa que ndo é possivel identificar nenhuma relacéo
entre as variaveis, ou seja, ndo ha tendéncia de que uma varidvel aumente ou diminua
enquanto a outra varidvel aumenta. A correlagdo positiva significa que quando uma variavel
tende a aumentar, a outra varidvel também aumenta. E a negativa significa que se uma
variavel tende a diminuir, a outra variavel tende a aumentar.

Observaram-se varias correlacbes significativas entre as propriedades quimicas do
solo e os indices de diversidade alfa, em que as amostras de solo de Pastagem e Café
apresentaram um nimero maior de correlagdes, conforme Tabela 2. Nos solos com Pastagem
e Café, pode-se verificar que os valores de MO e t, assim como os teores de P-rem, B, Fe e Al
apresentaram correlacdo positiva com a diversidade bacteriana. O pH apresentou correlacéo
negativa com a diversidade, mas apenas nas areas de Café e Eucalipto. A diversidade
bacteriana de solos de floresta nativa apresentou correla¢ées positivas t, Fe e Ca, e correlacdes
negativas com Mn e S.

O elemento quimico Fe e t foram as propriedades do solo com maior quantidade de

correlacdes de acordo com a Tabela 2.
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Tabela 2 - Correlacdo de Spearman entre propriedades quimicas do solo e indices de
diversidade o por agroecossistema. As correlagdes ndo significativas sédo codificadas como

“ns”.
Pasture Cornfield Coffee Eucalyptus Native forest

Soil parameters  Obssrve Shannon CPW%SS  Obsarve Shamnon WSS Obsarve Shannon CPWSS  Observe Shammon COWSES  Observe Shammon  PRVARES

d ASVs  diversity divi’sit}' d ASVs  diversity dive«‘sity d ASVs  divarsity divg;sit}' d ASVs  divarsity div;'sit_v d ASVs  diversity dive;sity
pH ns ns ns ns ns ns -0.8347  -0.7734 -0.7734  -0.7438 ns -0.6583 ns ns ns
HAl ns ns ns ns ns ns 0.8571 0.9048 0.7143 ns ns ns ns ns ns
SB ns ns ns ns ns ns ns ns ns -0.7364 ns ns ns ns ns
CEC 0.8804 0.7958 0.9411 ns ns ns 0.8810 0.833 0.7619  -0.6695 ns ns ns 0.3416 ns
v -0.8804 -0.8920 -0.9051 ns ns ns -0.8000 -09286 -0.7280 ns ns ns ns ns ns
m ns ns ns ns ns ns -0.7835  -0.7814 ns 0.6950 ns ns ns ns ns
OM 0.9276 0.9012 ns ns ns ns 0.9461 0.8264 0.8214 ns ns ns ns ns ns
P 0.8286 0.7273 0.8857 ns ns ns 0.7381 0.7366 ns ns ns ns ns ns ns
B ns ns ns ns ns ns 0.9048 0.8571 0.7619 ns ns ns ns ns ns
B 0.8783 0.8728 0.8909 ns ns ns 0.8264 0.8743 ns ns ns ns ns ns ns
Cu ns ns ns ns ns ns 0.9048 0.8810 0.7857 ns ns ns ns ns ns
Fe ns ns 0.9429 ns -0.6833 ns 0.7857 ns 0.7619 0.6667 ns ns ns 0.3884 ns
K ns ns 0.8804 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Ca 0.8407 0.7944 ns ns ns ns ns ns ns -0.7167 ns ns ns 0.3460 0.3662

Mn ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns -0.3846
Zn ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

S ns ns ns ns 0.7459 ns -0.7143  -0.8810 ns ns ns ns ns -0.6219  -0.4813
Me ns ns 0.88 ns ns ns ns ns ns -0.7448 ns ns ns ns ns
Al -0.8701 -0.8716 -0.8083 ns ns ns 0.7559 ns ns ns ns ns ns s ns

Fonte: O Autor, 2020.

5.3  Composicado bacteriana

5.3.1 Filos bacterianos

Os grupos bacterianos encontrados nas amostras de solos avaliadas, foram verificados,
e no geral em todos os tipos de uso e ocupacdo do solo, apresentaram os trés filos mais
abundantes, Proteobacteria, Verrucomicrobia e Acidobacteria. Também foram identificados
os filos Actinobacteria, Chloroflexi e Planctomycetes, porém em menores frequéncias, mas
presentes em todas as amostras. Outros filos também foram identificados nas amostras de
solos analisadas, porém ndo estavam presentes em todas as amostras, como os filos
Bacteroidetes, Gemmatimonadetes, Cyanobacteria, Firmicutes, e outros filos, conforme
Figura 5.

Nas areas cultivadas com pastagens os filos mais frequentes foram Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi e Actinobacterias. Nas areas de eucalipto os
filos foram Proteobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi e Actinobacterias.

As areas de milho apresentaram os filos Proteobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria e



49

Actinobacteria. Nas &reas de café os filos mais frequentes foram Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Acidobacteria e Actinobacteria. E as florestas apresentaram os filos
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi e Actinobacterias.

Figura 5 - Abundancia relativa de filos bacterianos dominantes para cada ponto amostrado. Os
filos bacterianos de baixa abundancia (abundéncia relativa inferior a 3%) foram agrupados
como “outros filos”.
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Fonte: O Autor, 2020.

5.3.2 Mapa de calor das familias bacterianas

A Figura 6 € descritiva e mostra uma analise comparativa mais refinada, visualizada
por meio de um mapa de calor, considerando as familias mais representativas entre as
amostras de solo das areas de cultivo e as amostras de solo das areas de APPs adjacentes e
suas abundancias relativas dentro das comunidades.

Nesta analise é possivel observar que existem familias bacterianas que sdo abundantes

em ambos os tipos de ambientes como Xiphinematobacteriaceae (Filo Verrucomicrobia),
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Xanthobacteraceae (Filo Proteobacteria alfa), Chthoniobacteraceae (Filo Verrucomicrobia) e
Acidobacteriales (Filo Acidobacteria).

Em contraste, algumas familias ndo foram detectadas em amostras de solo de usos
especificos da terra, como Nitrospiraceae (em solos de pastagem e eucalipto) e Haliangiaceae

(em solos de plantacdo de eucalipto).



Figura 6 - Diagrama de mapa de calor das abundancias das familias dominantes de cada

amostra de solo por agroecossistema.
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Most abundant families (freq > 3%)
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Most abundant families (freq > 3%)

Phylum Family
Actinobacteria Streptomycetaceae
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Actinobacteria Micromonosporaceae
Cloroflexi Ktedonobacteriaceae
Actinobacteria Micrococcaceae
Proteobacteria (y) Pseudomonadaceae
Planctomycetes  Plactomycetales Unknown Family
Proteobacteria (y) Burkholderiaceae
Verrucomicrobia Pedosphaeraceae
Proteobacteria (8) Myxococcales Unknown Family
Gemmatimonadetes Gemmatimonadaceae
Actinobacteria Acidothermaceae
Actinobacteria Solirubrobacteriaceae
Proteobacteria (a) Reyranellaceae
Proteobacteria {a) Hyphomicrobiaceae
Verrucomicrobia Chthoniobacteriaceae
Proteobacteria (a) Elsterales Unknown Family
Proteobacteria (a) Xanthobacteriaceae
Acidobacteria Acidobacteriaceae
Acidobacteria Solibacteriaceae
Acidobacteria Koribacteraceae
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Proteobacteria (a) Beijerinckiaceae
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Fonte: O Autor, 2020.

5.3.3 Analise de correlacao familias x propriedades do solo

As correlacdes de Spearman é uma medida ndo paramétrica, em que mede o grau de
relacionamento entre variaveis (MAGURRAN e MCGILL, 2010). Uma correlacdo nula
significa que ndo é possivel identificar nenhuma relacdo entre as variaveis, ou seja, ndo ha
tendéncia de que uma varidvel aumente ou diminua enguanto a outra variavel aumenta. A
correlacdo positiva significa que quando uma variavel tende a aumentar, a outra variavel
também aumenta. E a negativa significa que se uma varidvel tende a diminuir, a outra variavel
tende a aumentar.

As analises de correlacdo de Spearman mostraram que cada propriedade quimica do
solo afetou diferentes familias dominantes, enquanto uma propriedade especifica apresentou
efeitos positivos ou negativos na abundancia dependendo da familia bacteriana.

A Figura 7 mostra um mapa de calor baseado nas analises de correlacdo entre cada
uma das familias bacterianas dominantes e cada um dos propriedades quimicas do solo nos

diferentes tipos de ocupacdo do solo. Observou-se entdo que se esta azul tem-se uma alta
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correlacdo positiva, ou seja, quanto maior a concentracdo daquele elemento quimico maior a
abundancia da familia na amostra de solo. Portanto as altas correlagfes positivas significam
que quanto maior a concentracdo da propriedade H+Al, Al e m, maior a abundancia da
familia Beijerinckiaceae; quanto maior a concentragdo de P-meh maior a abundancia da
familia Devosiaceae; quanto maior a concentracdo de P-rem maior a abundancia de
Devosiaceae, Bacillaceae e Chitinophagaceae; e quanto maior a concentracdo de Mg, Ca e K
maior a abundancia de Steroidobacteraceae.

Quando estd mais vermelho significa uma alta correlacdo negativa, ou seja, quanto
maior a concentragdo do elemento quimico menor é a abundancia da familia na amostra de
solo. Destacou-se entdo que as altas correlagcdes negativas significaram que quanto maior a
concentracdo da propriedade pH, Ca e Mg menor € a abundancia da familia Bejerinckiaceae;
quanto maior a concentracdo da propriedade Al, H+Al e m menor é a abundancia da familia

Steroidobacteraceae e Nitrosomonadaceae, conforme Figura 7.

Figura 7 - Mapa de calor baseado na correlacdo entre as familias bacterianas mais abundantes
e propriedades quimicas do solo. * Indica correlagdes significativas com p<0,05.
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5.3.4 Composicao das comunidades bacterianas (5 diversidade)

Para comparar a composicdo total das comunidades, as amostras de solo sob os
diferentes usos do solo e as amostras de solo das areas de florestas associadas, utilizou-se a -
diversidade, que descreve o quanto as comunidades sdo distintas ou similares em termos de
composicao de espécies. A diversidade B, ¢ uma medida de como a variedade ¢ em alguns
casos as abundancias de espécies diferem entre comunidades ou amostras ao longo de
gradientes (MAGURRAN e MCGILL, 2010).

Portanto foi utilizada a métrica Unifrac, que é usada para comparar as comunidades
bioldgicas e incorpora informagdes sobre o parentesco relativo de membros da comunidade e
das distancias filogenéticas entre organismos observados. A Unifrac ndo-ponderada considera
as relacdes filogeneticas entre taxa ndo compartilhadas entre grupos e a Unifrac ponderada
considera a abundéncia da taxa entre os grupos além das relagdes filogenéticas revelarem que
a composicao das comunidades varia significativamente entre os diferentes usos do solo e as
suas florestas associadas. Para investigar se estatisticamente a composi¢do das espécies das
amostras de solo das culturas sdo distintas ou similares as amostras de solo de suas APPs,
utilizou-se a PCA, a qual foi baseada nos testes PERMANOVA.

Em cada quadrante da Figura 8 tem-se um uso do solo e sua respectiva APP e cada
ponto representa uma amostra de solo, assim quanto mais perto um esta do outro, mais similar
em relacdo a composicao de espécies vai ser uma amostra da outra.

Nas areas implantadas com milho e suas APPs adjacentes, a PCA explicou 54,82%
(eixo x: 38,78% e eixo y: 16,04%) da composicdo das espécies das amostras de solo. Nas
areas de pastagem e suas florestas explicou-se 69,67% (eixo X: 53,39% e eixo y: 16,28%).
Nas areas de café explicou-se 54,84% (eixo x: 35,78% e eixo y: 19,06%) e nas areas com a
presenca de eucalipto explicou-se 59,54% (eixo x: 41,943% e eixo y: 17,60%) da composi¢cdo
das espécies das amostras de solo, conforme Figura 8.

As areas implantadas com milho, pastagem e café apresentaram um valor de p<0,05,
ou seja, as composicbes de espécies entre essas areas cultivadas e suas florestas séo
diferentes. E apenas as areas de eucalipto apresentaram composicdo de espécies similares as

areas de florestas (P>0,05).
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Figura 8- Representagao de dissimilaridades Unifrac ponderadas (diversidade ) na estrutura
da comunidade bacteriana por biplots de Analise de Coordenadas Principais (PCoA) para
cada monocultura. Os valores de PERMANOVA p (PPERM) para testes de agrupamento de
culturas vs. APPs adjacentesforam descritos no canto inferior direito de cada gréfico.
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Fonte: O Autor, 2020.

5.4  Func0es bacterianas

5.4.1 Func¢des metabolicas mais frequentes

As principais fungbes metabdlicas encontradas nas amostras de solo analisadas dos
diferentes usos e suas APPs adjacentes foram as de metabolismo de carboidratos,
metabolismo de aminoacidos e a sintese de proteinas de acordo com a Figura 9. O que pode
ser observado também € que essas categorias de funcGes metabdlicas ndo apresentaram
diferencas entre os diferentes usos do solo e as areas de APPs.

Nas areas de florestas as fun¢Ges metabdlicas, como motilidade celular, dobramento,

classificacdo e degradacdo, transcricdo, biodegradacdo e metabolismo de xenobidticos,
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biossintese de outros metabolitos secundarios e metabolismo lipidico sdo bem maiores do que
nas areas com as culturas implantadas, ou seja, nota-se que h& diferencas entre o
comportamento metabolico das areas de APPs quando comparadas com 0s outros usos do
solo, conforme Figura 9.

As menores funcdes metabdlicas das areas de APPs quando comparadas com 0s outros
usos do solo, foram o metabolismo de cofatores e vitaminas, metabolismo de energia,
metabolismo de biossintese de glicano, metabolismo de nucleotideos, transporte de membrana

e comunidade celular, ou seja, essas funcdes sdo maiores nas areas agricultaveis.

Figura 9 - Grupos funcionais previstos de ASVs encontrados em cada monocultivo com base
na Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) resumidos para KEGG Pathway
Nivel 2. Grupos funcionais com menos de 2% de abundancias relativas ndo foram incluidos.
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5.4.2 Composigao geral de fungbes metabolicas com a implantacdo dos sistemas agricolas

As anélises de PERMANOVA entre pares para agrupamentos de funges metabdlicas
para cada sistema de uso da terra e suas APPs, foram utilizadas para comparar as médias entre
dois usos do solo, e utilizou-se também a métrica de Bray-curtis, que considera apenas
presenca e auséncia de compartilhamento de funcdes metabdlicas, ou seja, pode ser expresso
como uma proporcdo de similaridade ou dissimilaridade (distancia) na abundéancia de funcoes
metabolicas (MAGURRAN e MCGILL, 2010).

Considerando os perfis funcionais (composicdo KO) encontrados nas comunidades
bacterianas do solo nos quatro agroecossistemas estudados, ndo foi possivel verificar
diferencas significativas na composicdo KO entre areas cultivadas e APPs adjacentes (Tabela
3).

Tabela 3 - Testes de PERMANOVA em pares (pontuacfes PPERM para métrica Bray-curtis)
para agrupamento de funcdo metabdlica para cada agroecossistema

Land-use system Molecular functions (KO)
Cornfield vs. APP 0.442
Pasture vs. APP 0.604
Eucalyptus field vs. APP 0.305
Coffee field vs. APP 0.931

Fonte: O Autor, 2020.

5.4.3 Diversidade geral das vias

A Figura 10 mostra que para a Riqueza das vias funcionais e para o parametro funcGes

metabdlicas testadas ndo houve diferengas significativas (P>0,05) entre cada cultura e sua

APP adjacente. E isso ocorreu também para a diversidade das vias funcionais.
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Figura 10 - Boxplot de KO riqueza e KO diversidade de Shannon do agroecossistemas. Teste
Wilcoxon (cultura x APP) o valor p foi indicado na parte inferior de cada gréafico
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5.4.4 Comparacdo da diversidade de Shannon das vias metabolicas entre as areas de

cultivo e as areas de APPs adjacentes

Refinou-se a analise que comparou todas as analises metabolicas de uma sO vez entre
as culturas e APPs, pois na comparacdo das funcdes metabdlicas ndo se viu diferencas
significativas, conforme Tabela 3, sendo assim a Tabela 4 trata-se da comparacdo da
diversidade de Shannon das vias metabdlicas por categoria de vias metabdlicas entre as areas
de cultivo e as areas de APPs adjacentes.

A diversidade das vias metabolicas com diferencas significativas na comparacdo das
areas implantadas com pastagem com as areas de APPs, foi para metabolismo de
Nucleotideos, energia, transporte de membrana e dobragem, selecdo e degradacdo de
elementos genéticos (maior diversidade na cultura da pastagem) (P<0,05). Na comparacéo das
areas de milho com as areas de APPs houve diferenca significativa para as vias metabolismo
de glycan (maior diversidade na cultura do milho). Para as areas de eucalipto comparadas com
suas APPs houve diferenca significativa para as vias metabolicas biossintese de metabolismos

secundarios (maior diversidade na cultura do eucalipto) e para as areas de café e suas APPs
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houve diferenca significativa para as vias Dobragem, Selecdo e Degradacdo de elementos

genéticos (maior diversidade na cultura do café), conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Diversidade de Shannon de fungdes moleculares previstas (KOs) classificadas
pelas vias KEGG de nivel 2 encontradas em cada sistema de uso da terra acessado. As
diferencas significativas encontradas nas comparacgdes de solos cultivados e APPs adjacente
estdo representadas em negrito

Leyel YKEGG e Wilcoxon - Wilcoxon gD i Wilcoxon
Pathways Cultured APP daiiey Culturad APP i Cultured APP pvalue  Cultured APP ot

Amino acid metsbolism  7.25(0.03)  7.25 (0.03) 0.87 724(003)  7.22(0.04) 0.20 722(003)  7.21(0.03) 0.63 72(004)  7.19(0.07) 0.76
Cesbohydrate metsbolism  7.42 (0.03)  7.41 (0.03) 0.75 743(0.03)  7.38(0.06) 0.12 733(0.03)  7.33(0.03) 1.00 74(006)  7.39(0.03) 027
Cell'cormunity 477005)  474(0.03) 0.34 483(01) 47701 027 6.57(0.03)  6.56(0.05) 0.50 467(007)  4.69(0.08) 0.83
Call cycle 31001  3.09(0.02) 0.08 31(002)  3.09(0.04) 0.10 47 (0.08) 47 (0.08) 0.85 309(0.03)  3.08(0.02) 045
C““:‘;;ﬁ‘i:;‘mm 6.68 (0.03) 6.68 (0.02) 0.87 6.68(0.03)  6.66(0.04) 0.27 3.11(0.04) 3.09 (0.08) 0.85 6.64 (0.03) 6.62 (0.04) 0.23
Drug resistance 28(0.05) 279 (0.06) 0.87 293007  2.92(0.12) 0.45 281(0.11)  2.83(0.16) 0.4 285(0.04)  2.83(0.07) 0.51
Energy metsbolism 6.02(0.01)  595(0.03)  =0001  598(0.03)  5.95(0.03) 0.10 6.02(0.02)  6.01(0.04) 0.44 595(0.05)  5.93(0.05) 0.63
Felding, yisting dnd £14002)  411(0.01) 0.04 4170.02)  4.18(0.02) 035 £12(003)  4.06 (0.06) 0.01 412(002) 410002 0.06
Glyean metabolism 528(0.03)  5.29(0.03) 0.26 531002  5.27(0.04) 0.03 513(0.03)  5.15(0.04) 0.39 520005  522(002) 027
Lipid metabolism 469(0.05)  4.71(0.02) 0.63 46(0.05)  4.6(0.06) 0.69 465(0.04)  4.64(0.06) 0.85 459007  4.56(0.05) 031
Membrane transpost 63(0.03)  6.25(0.08) 0.02 624(0.02)  622(0.05) 0.15 6.11(0.05)  6.09 (0.04) 0.34 62(0.04)  6.17(0.06) 023
Cell motility 473(002)  4.72(0.03) 0.42 468(0.02)  4.68(0.03) 0.76 459(001)  4.59(0.01) 0.4 472(002)  472(0.02) 0.96
Nuclsotide metabolism 599 (0.03) .95 (0.02) 0.05 6(0.04) 60.02) 0.76 588(0.02)  5.86 (0.04) 021 595(0.03)  5.93(0.02) 0.10
Replication and repair 55001)  5.49(0.02) 0.52 553(0.02)  5.52(0.03) 0.83 549(0.02)  5.49 (0.03) 0.56 55(002)  548(0.02) 0.09
Secg’i‘fs-}:x‘;fj““ 244 (0.05)  2.43(0.03) 0.52 272(008)  2.69(0.16) 0.27 234(002)  2.33(0.05) 0.85 262 (0.06)  2.55(0.08) 0.02
Signal transduction 5740.04)  571(0.03) 0.20 562(004)  5.62(0.06) 0.89 533(0.05)  5.34(0.07) 0.92 567(0.06)  5.66(0.07) 0.51
Terpenoid matabolism 395 (0.03)  3.93 (0.02) 0.34 396 (0.03)  3.94(0.04) 027 388(0.03)  3.86 (0.04) 0.15 388(0.05)  3.87(0.06) 0.96
Transcription 198 (0.01)  1.99 (=0.001)  0.05 197 001)  1.98 (0.01) 020 2(0001)  2(>0.001) 0.29 198(001)  1.98(0.02) 0.83
Translation 628(002)  6.27(0.02) ) 42 626(0.02)  627(0.02) 0.89 622(002)  6.23(0.03) 0.4 629(002)  628(0.02) 027
Xenobiotics degradation 348 (0.03) 3.4 (0.03) 0.08 323(003)  321(0.1) 0.63 34(0.06)  3.36(0.09) 02 361(008)  3.57(0.18) 0.69

Fonte: O Autor, 2020.

Considerando a diversidade de KO (diversidade de Shannon), quando comparada a
diversidade de KO entre cada tipo de area cultivada e APPs adjacentes, pode-se observar que
varias comparacgdes apresentaram um aumento significativo na diversidade de KOs em areas
cultivadas em comparacdo com APPs adjacentes, como o metabolismo de Nucleotideos,
energia, transporte de membrana e dobragem, selecdo e degradacdo de elementos genéticos
(pastagens); Metabolismo do glicano (milho); Dobragem, Selecdo e Degradacdo de elementos
genéticos (café); e Biossintese de metabdlitos secundarios (eucalipto), conforme Figura 11.

No entanto, quando se estruturou a composicdo de KO por categorias de KEGG Nivel
2, 0s testes de PERMANOVA revelaram dissimilaridades de composicdo de KO entre areas
cultivadas e amostras de APPs adjacentes para varias categorias de KEGG Nivel 2, exceto

para agroecossistema de Eucalipto (Figura 11).
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Figura 11 - Diversidade de KO e comparacfes de composi¢do entre cultura e amostras de
APP por agroecossistema
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6. DISCUSSAO

As analises comparativas das propriedades quimicas do solo das areas cultivadas e das
APPs confirmaram a hipdtese através da analise PCA, a qual revelou que a conversdo do solo
alterou a condicdo quimica do solo para todos o0s agroecossistemas estudados (Figura 2). As
analises das propriedades do solo, também revelaram uma diminui¢do no teor de MO nas
areas cultivadas e aumento do pH e do teor de P e S (para todos os agroecossistemas), bem
como um aumento nos micronutrientes especificos em cada agroecossistema diferente (Tabela
1).

As diferencas encontradas para a composicdo quimica entre as amostras de solo das
areas cultivadas e das areas de APPs adjacentes foram devido as praticas agricolas realizadas
na implantacdo e manutencdo das culturas. O pH, MO, Ca e Mg, sdo 0s principais
determinantes da composicéo e atividades dos microrganismos do solo.

O baixo pH do solo nas éareas de florestas pode ter sido influenciado pela
decomposicdo da MO por bactérias, resultando na producdo de fons H*, pois essas areas
apresentam maior deposicdo de serapilheira e no processo de decomposicdo da MO ocorre
maior liberagdo de acidos e liberacdo de CO, e assim tende a acidificar os solos juntamente
com os exsudados &cidos liberados pelas raizes das plantas. E essas areas nao recebem
calcério para correcoes da acidez do solo. Comparando com os solos das culturas, 0s quais
apresentaram maiores valores de pH, pode ser explicado devido a essas areas serem
anualmente corrigidas através da calagem realizada de acordo com a analise de solo
(BARRETO et al., 2006; MATIELLO et al., 2016; THEODORO et al., 2003; ZALAMENA,
2008). Barreto et al. (2006) e Zalamena (2008) chegaram a resultados semelhantes, em que
os valores de pH diferiram significativamente entre os diferentes usos do solo e das matas.

As areas de cultivo apresentaram os maiores teores de Ca e Mg, quando comparadas
com as areas de APPs, 0 que pode ser devido a pratica de correcdo do solo que ocorrem nas
areas cultivadas periodicamente, pois o calcario € fonte desses dois nutrientes.

As areas de APPs associadas a essas culturas apresentaram teores mais baixos de Ca e
Mg, o qual € esperado uma vez que neste sistema o que esta disponivel no solo provavelmente
esteja sendo absorvido pela vegetacdo, e retorna para o solo novamente. Ndo houve aplicacdes
de calcario e adubos minerais nas éareas de florestas (CAVALCANTE et al., 2007; FRAZAO
et al., 2008; CENTURION, CARDOSO e NATALE (2001).

As florestas apresentam um teor de MO maior devido ao acimulo de residuos vegetais

e animais no interior das mesmas e a sua preservacao, formando entdo a serapilheira, e assim
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quando ndo ha incorporacdo, tem-se maior cobertura do solo, uma menor perda pela eroséo e
um menor contato com 0s organismos decompositores. Também é necessario levar em
consideracdo o baixo pH do solo das areas de florestas, pois hd& uma menor presenca de
microrganismos responsaveis pela decomposi¢cdo da MO.

O baixo teor de MO nas areas de cultivo, pode ser explicado por varias processos
como a falta da pratica de cobertura do solo com palhada, a qual preserva a MO na superficie;
as praticas de calagem e adubacdo mineral que sdo realizadas nas areas agricolas podem
favorecer uma maior decomposicdo da MO, pois 0s microrganismos decompositores sdo
ativados com o aumento do pH e com a aplicacdo de nutrientes; o preparo do solo através da
aracdo e gradagem promove maior aeracdo, estimulando a atividade microbiana e assim o
aumentando da taxa de decomposicdo da MO; o processo de erosdo, que essas areas agricolas
podem estar sofrendo, por meio da perda de solo; uma baixa producdo de material vegetal,
com o cultivo continuado de espécies vegetais de reduzida capacidade de incorporar residuos
organicos no solo via palhada (MATIELLO et al., 2006; FURTINI NETO et al., 2001).

Concordaram com o estudo Centurion, Cardoso e Natale (2001) e Dube et al. (2019)
em que observaram teores de MO menores em solos cultivados e maiores em solos nédo
cultivados. Theodoro et al. (2003) obtiveram resultados contrarios, pois o teor alto de MO foi
observado em todos 0s usos do solo.

Portanto observou-se que sdo adotados preferencialmente praticas convencionais de
manejo do solo, que incluem a aplicacdo de calcario para corrigir o baixo pH do solo e alto
teor de Al; o acumulo de niveis de fésforo, potassio e outros micronutrientes especificos pela
fertilizacdo; e a diminuicdo do contetdo de MO resultante do cultivo periddico do solo
(LOPES, 1996; WILCKE e LILIENFEIN, 2005).

De acordo com Elsas (2019), Foley et al. (2005) e Babin et al. (2019) o manejo
agricola é um determinante importante da dindmica do microbioma do solo, pois as condic6es
locais do solo podem ser afetadas por praticas agricolas, levando a diminuicdo da qualidade
do solo, a qual é afetada pelas préaticas inadequadas de manejo do solo como desmatamento,
gueimadas, aracdo em excesso, monocultivos, aplicacdo de fertilizantes minerais e
agroquimicos em excesso e invasGes por espécies vegetais exoticas. Grande parte das
alteracdes quimicas e biolégicas que ocorrem no solo é devido aos impactos que a agricultura
convencional causa como a degradacdo da qualidade da agua, salinizacdo e acidificacdo de
areas, desertificacdo, erosdo, compactacdo, perdas de solo, acimulo de agroquimicos e
patdégenos no solo, contaminagdo de solos, agua e ar, resisténcia de pragas, aumento das

emissOes de gases de efeito estufa, perda de fertilidade, matéria organica e produtividade das
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culturas, danos na ciclagem de nutrientes e outras fungbes desempenhadas pelos
microrganismos, desaparecimento de espécies nativas e ambientes naturais, diminuicdo da
biodiversidade, riqueza e abundéncia e perda de servi¢os ecossistémicos.

Entretanto para atender a demanda da populacdo mundial que vem crescendo
rapidamente, com o minimo de prejuizos ambientais deve-se adotar préaticas alternativas de
uso sustentavel do solo, que segundo Mbuthia et al. (2015), Lepsch (2010) e Andreola e
Fernandes (2007) sdo as praticas de carater edafico que mantém ou melhoram a fertilidade do
solo disponibilizando nutrientes para as plantas e para a microbiota. As medidas a serem
adotadas sdo através da eliminagdo/controle das queimadas, no uso adequado de fertilizantes
minerais sem excesso, na realizacdo da calagem e da rotacdo de culturas. As praticas
mecanicas, como o0 preparo do solo (aracdo e gradagem) e o plantio em curvas de nivel
evitando a erosdo. As préaticas vegetativas, como a cobertura vegetal e a cobertura com
palhada protege o solo contra a eroséo, cultivos de reflorestamento, a formagdo e manejo
adequado de pastagens, os cultivos em faixas, o controle das capinas, as faixas de arvores
como quebra ventos, a combinacao lavoura e pecuaria, que evitam a erosao acelerada. E uma
das principais praticas conservacionistas € o sistema de plantio direto, uma forma de manejo
do solo que envolve técnicas recomendadas para aumentar a produtividade, conservando o
ambiente de cultivo, sendo essencial para manter as caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas, garantindo a sustentabilidade do solo. As principais técnicas sdo a auséncia ou
minimo revolvimento possivel do solo, a cobertura do solo com palhada e a rotacdo de
culturas (LEPSCH, 2010).

Portanto, varios sdo os beneficios das praticas agricolas conservacionistas,
principalmente o aumento da ciclagem de nutrientes, a melhora do microclima local, a
diminuicdo de patdgenos, insetos-praga e da erosdo, a eliminacdo de determinados
contaminantes e a conservacdo da fertilidade e da qualidade do solo.

A a-diversidade das comunidades de microrganismos presentes nos solos com o
cultivo de café, pastagem, eucalipto e em suas APPs de referéncia ndo apresentou diferenca
significativa nos indices estimados (Riqueza, Indice de Diversidade de Shannon,
Equitabilidade e indice de Diversidade Filogenética), mas as areas implantadas com milho
comparadas com suas APPs foram dissimilares para a diversidade de Shannon e a diversidade
filogenética (Figura 4).

Porém, mesmo ndo encontrando diferencas na diversidade entre areas de cultura e

APPs, obteve-se diferengas na composicao de espécies (B-diversidade).
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A B-diversidade descreveu a composicédo total das comunidades entre as amostras de
solo sob as areas de milho, pastagem e café comparadas com suas APPs adjacentes, as quais
apresentaram diferenca significativa, ou seja, as composicGes de espécies entre essas areas
cultivadas e suas APPs sdo diferentes. E apenas as areas de eucalipto apresentaram
composicao de espécies similares quando comparadas as areas de APPs (Figura 8).

A diferenca encontrada pode ser explicada com base na ecologia da comunidade do
solo que sdo as relagdes dos microrganismos do solo entre si e com 0 meio em que vivem.
Toda a alteracdo quimica e bioldgica causada pelos diferentes usos do solo e pelas préaticas
agricolas inadequadas exerce pressdao seletiva sobre a proliferacdo e permanéncia
(sobrevivéncia) de espécies no solo, selecionando as espécies de bactérias capazes de se
desenvolverem nas condicGes atuais de perturbacéo do solo e eliminando espécies sensiveis a
essas condigdes adversas que o solo passou a apresentar, alterando assim a composicao das
comunidades.

De acordo com Moreira (2006) todos os microrganismos presentes no solo soO
permanecem no meio se tiverem aptos a sobreviver, crescer e se reproduzir, sendo funcéo das
condicdes ambientais dominantes e dos limites da sua genética. Toda vez que 0 meio muda, a
pressdo de selecdo muda, e novos caracteres podem ser selecionados.

Diversos fatores fisicos e quimicos atuam simultaneamente determinando as condicdes
ambientais, que sdo dinamicas. Assim, a comunidade do solo reflete seu habitat, e 0 sucesso
de um organismo é funcéo da rapidez de suas respostas fisiologicas as condi¢cbes ambientais
predominantes. Um organismo se multiplica até que limitacdes bidticas ou abidticas sejam
impostas contrabalanceando a taxa de crescimento. Porém, quanto maior a complexidade da
comunidade bioldgica, maior sua estabilidade.

Para Eldor (2015) a resposta de uma espécie a condi¢cBes ou recursos ambientais
depende da composicao genética das espécies. Algumas espécies sdo adaptadas a condi¢coes
variadas através de altos niveis de diversidade genémica. Além disso, todos 0s organismos
tém alguma caracteristica que € ajustada ao ambiente.

A similaridade da a-diversidade para a maioria dos usos do solo (exceto para o milho)
e suas APPs foi observada mesmo sendo realizado o manejo dos solos agricolas para a
implantacdo e manutencdo de culturas. Entretanto o desenvolvimento dos cultivos nas areas
ndo alterou a riqueza e os parametros de diversidade das espécies das bactérias quando
comparadas com suas areas de APPs, conforme Figura 4.

Os resultados concordam com os relatos de Goss-Souza et al., 2017; Mendes et al.,

2015; Lee-Cruz et al., 2013; Jesus et al. 2009, que mostraram que diferentes contextos de
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conversdo de floresta tropical em agricultura podem manter ou alterar a diversidade alfa das
comunidades bacterianas do solo.

Resultado esse que pode ser explicado, pois existem espécies de microrganismos que
podem sobreviver e se adaptar a condi¢Oes extremas de limitagdes fisicas e quimicas, como de
salinidade, temperatura, pressdao, pH, agua, aeracdo, porosidade, adesdo, disponibilidade de
nutrientes, acidez e toxicidade de elementos. Portanto microrganismos podem ser encontrados
em quase todos o0s ecossistemas terrestres, incluindo solos alterados e ndo alterados
(MOREIRA, 2006).

A microbiota das areas de café, pastagem e eucalipto e suas areas de florestas podem
estar em equilibrio bioldgico, o qual baseia-se em uma elevada complexidade biol6gica que
garante relagdes diversas entre os microrganismos, limitando a explosédo populacional. A
diversidade da comunidade é definida pelo nimero de espécies, individuos e processos.
Assim, uma comunidade em equilibrio com seu ambiente sofre um menor efeito de fatores
externos, como as praticas agricolas inadequadas no solo, que foi o resultado encontrado no
estudo (MOREIRA, 2006).

As areas de milho apresentaram uma maior diversidade em relacdo ao indice de
Shannon e filogenético devido a essas areas provavelmente estarem desenvolvendo uma
agricultura mais conservacionista, através do sistema de plantio direto e praticas como a
rotacdo de culturas, cobertura do solo e outras.

Vérios autores concordam com esse resultado como Mendes et al. (2015) que
examinaram as mudancas nas comunidades bacterianas em solos de florestas nativas, areas
desmatadas, areas de agricultura (plantio direto e rotagdo de culturas com milho e soja) e
areas de pastagens, constatando que a diversidade foi maior nas areas agricolas e menor nas
areas florestais. Discordando do estudo e desse autor, foi relatado que os sistemas agricolas de
baixo insumo promovem maior abundancia de organismos (DEGRUNE et al., 2017).

Em contrapartida VVan der Bom et al. (2018) avaliaram os efeitos de longo prazo de
diferentes insumos de fertilizacdo mineral e organica na composicdo e atividade das
comunidades microbianas do solo, e observaram que as areas que receberam fertilizante
organico apresentaram uma riqueza maior do que aquelas que receberam fertilizantes
minerais, e aumentou a biomassa e a diversidade. Porém os indices de diversidade (riqueza,
uniformidade e indice de Shannon) para as comunidades bacterianas do solo ndo eram
significativamente diferentes, concordando em partes com este trabalho que também ndo

apresentou diferenca significativa na maioria dos usos do solo.
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Degrune et al. (2017) apud Van der Bom et al. (2018) relataram aumento da riqueza e
diminuicdo da uniformidade de comunidades bacterianas em solos sob manejo organico, o
que foi atribuido principalmente ao uso e qualidade dos insumos organicos. Ja as aplicacfes
de fertilizantes minerais resultaram em reducdo da riqueza e aumento da uniformidade da
microbiota do solo caracterizada por organismos oligotroficos, o que pode ser comparado com
as areas de APPs deste estudo, pois apresentam material organico na superficie devido a sua
rica serapilheira, e que em relagdo a riqueza, foi um indice maior nas areas de APPs
associadas as areas de pastagem e eucalipto (mesmo nao sendo significativo) e também foi
maior nas areas de milho com o sistema de plantio direto (mesmo ndo sendo significativo),
pois apds a colheita deixa a palhada na superficie, e essa pratica aumenta a quantidade de
material organico no solo.

Dube et al. (2019) objetivaram analisar o impacto da agricultura a longo prazo na
diversidade bacteriana do solo, através das diferencas na estrutura da comunidade bacteriana
entre solo ndo cultivado (florestas naturais) e solo sob agricultura intensiva, assim o indice de
riqueza foi significativamente maior no solo agricola cultivados, onde sdo desenvolvidas
culturas de forma intensiva, ou seja, agricultura convencional, do que no solo ndo agricola,
que apresentou menor riqueza, em areas de florestas naturais. O resultado concordou com este
trabalho, pois a riqueza foi maior nas areas de milho, as quais podem estar realizando uma
agricultura conservacionista, do que nas suas APPs (mesmo ndo sendo significativo).

Em relacdo a diversidade concorda-se com o estudo de Dube et al. (2019) que diz
sobre os varios pesquisadores que relataram perda de diversidade bacteriana devido a
agricultura, principalmente através da conversdo de habitats naturais em sistemas
intensamente gerenciados. No entanto, todos os indices de diversidade calculados naquele
estudo indicaram que as terras sob producdo agricola intensiva por mais de 50 anos tinham
uma diversidade bacteriana significativamente maior em comparacdo com as terras ndo
cultivadas, que é o caso do trabalho, pois as areas agricolas foram mais diversas do que as
areas de APPs (significativo apenas para milho).

Para Amoo e Babalola (2019) seus resultados mostraram maior riqueza e diversidade
bacteriana nas florestas naturais em relacdo as florestas comerciais de Pinus, concordando
com as areas de APPs que apresentaram maior riqueza e diversidade quando comparadas com
as areas de eucalipto (mesmo nado sendo significativo).

No estudo de Colombo et al. (2016) a composicdo da comunidade bacteriana foi

influenciada pelos tratamentos de manejo florestal, ou seja, apresentou diferenca significativa.
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Para Amoo e Babalola (2019) que analisaram florestas naturais e florestas plantadas de
Pinus, obteve diferenga significativa na composicdo bacteriana entre os solos florestais
naturais e comerciais, fornecendo evidéncias de que as praticas de uso da terra afetaram a
composicdo das comunidades bacterianas. Esses dois resultados ndo concordaram com este
trabalho, pois quando comparadas as areas de eucalipto com suas APPs, a composic¢do de
espécies foi similar entre eles. Zhou et al. (2017) concordaram com o trabalho em questéo,
pois a composicdo da comunidade bacteriana do solo em seringais foi similar aos
ecossistemas florestais.

Os resultados encontrados levam a crer que os cultivos de florestas plantadas retém
alguns atributos (nutrientes) comuns dos ecossistemas florestais apds a floresta ser convertida.
Assim, a conversdo de uma floresta para um cultivo de florestas plantadas nédo significa
necessariamente que a composicao da comunidade bacteriana sera reduzida ou perdida.

Além disso, as correlacbes de Spearman entre os indices de diversidade alfa e as
propriedades quimicas do solo revelaram que enquanto algumas propriedades do solo podem
estar atuando favorecendo o aumento da diversidade bacteriana (fatores de correlacdo
positiva), outras propriedades podem estar atuando de forma oposta, gerando um trade-off que
mantém os niveis de diversidade alfa mesmo com alterac6es quimicas do solo relacionadas as
conversdes de terras, conforme Tabela 2.

Os filos bacterianos dominantes encontrados nas amostras em todos 0s usos do solo
foram Proteobacteria, Verrucomicrobia e Acidobacteria. E as familias bacterianas mais
abundantes foram Xiphinematobacteriaceae (Filo Verrucomicrobia), Xanthobacteraceae (Filo
Proteobacteria alfa), Chthoniobacteraceae (Filo Verrucomicrobia) e Acidobacteriales (Filo
Acidobacteria, conforme Figura 5 e 6.

Os filos e familias dominantes também foram encontrados nos estudos de Mendes et
al. (2015), Janssen (2006) Zhou et al. (2017), Colombo et al. (2016), Amoo e Babalola (2019)
e Dube et al. (2019). Os resultados encontrados por Van der Bom (2018) foram um pouco
diferentes em relacdo aos filos do estudo em questdo, pois os filos mais abundantes foram
Actinobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes e Cloroflexi.

O filo Verrucomicrobia (familia Xiphinematobacteriaceae e Chthoniobacteraceae) foi
mais dominante nas areas de APPs, pastagem, café e milho e média a baixa frequéncia nas
areas de eucalipto. Nas areas de APPs a frequéncia dessas familias foram maiores,
concordando com alguns estudos que concluiram que esse filo € mais abundante em solos de

APPs, como no trabalho de Fierer et al. (2012) que encontraram maior abundancia de
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Verrucomicrobia e Acidobactérias em solos de florestas, pastagens naturais e florestas
plantadas.

O filo Acidobacteria (familia Acidobacteriales) apresentou uma maior dominancia na
maioria das amostras de solo das areas de florestas quando comparadas com as areas de café,
milho, pastagem e eucalipto que apresentaram de média a alta frequéncia. A média frequéncia
desse filo pode ser devido a pratica agricola de correcdo do solo, através da aplicacdo de
corretivos agricolas, diminuindo a acidez do solo e consequentemente a menor abundancia
desse filo, porém, mesmo assim, tem-se a presenca dessas bactérias nas amostras de solo, pois
os solos agricolas mudam facilmente o atributo acidez devido a aplicacdo de adubos quimicos
como a adubac&o nitrogenada que acidifica o solo.

Nas areas de pastagem, a maior abundancia das Acidobactérias pode ser devido a
adubacdo excessiva dessas areas, recebendo uma quantidade muito maior de nitrogénio do
que necessita, acidificando o solo, ou essas areas de cultivo ndo serem corrigidas com
frequéncia, mantendo a acidez do solo.

Em relacdo aos resultados encontrados das classes de menores frequéncias nas areas
de milho, que acredita-se estar realizando a técnica de plantio direto, concordaram com 0s
resultados de Souza et al. (2017) em que diz que areas convertidas em plantio direto a longo
prazo resultam em um aumento da abundancia relativa dos filos Bacteroidetes, Cloroflexi,
Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes e com uma diminuicdo da abundancia para
as Acidobactérias.

Vaérios autores chegaram a mesma conclusdo como Souza et al. (2017) e Mendes et al.
(2015) que relatam que a comunidade presente nas areas de pastagens e de plantio direto, e
nas areas de solos florestais respectivamente, mostraram que 0s solos das florestas
apresentaram maior abundancia de Acidobactérias quando comparado as outras areas
agricolas.

Pereira et al. (2019) avaliaram a comunidade bacteriana do solo e da serapilheira em
plantios puros de Eucalyptus grandis (com e sem adicdo de nitrogénio), de Acacia mangium e
em um sistema consorciado de Eucalyptus grandis e Acacia mangium, e encontrou o filo,
classe e familia das Acidobactérias em maior abundancia, o que comprova que as florestas
plantadas apresentam também uma maior abundancia dessas bactérias.

O estudo de Amoo e Babalola (2019) que analisaram florestas naturais e florestas
plantadas de Pinus, as florestas naturais apresentaram predominantemente o filo
Acidobacteria igual ao presente trabalho, enquanto as florestas comerciais ndo apresentaram

esse filo como predominante, diferente de parte do trabalho, pois nas areas de eucalipto
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também apresentou uma maior abundéncia de Acidobactérias se comparadas as suas areas de
APPs adjacentes.

Além da justificativa de que solos com pH corrigidos (solos agricolas), apresentam
menor abundancia de Acidobactérias quando comparados com solos ndo corrigidos como 0s
solos de florestas, pode-se concluir, segundo Fierer et al. (2012) os quais realizaram dois
experimentos de longo prazo de fertilizagdo nitrogenada em pastagens e areas agricolas com
sistema de rotacdo de culturas, concordaram com o estudo em questdo, pois nas areas que
foram aplicadas altas quantidades de nitrogénio, como nas pastagens, obteve-se uma alta
abundancia relativa de Acidobactéria, ndo podendo ser explicado por Fierer et al. (2012) que
diz que as Acidobactérias sdo um grupo considerado oligotr6fico com taxas de crescimento
mais lentas e, com capacidade de metabolizar substratos pobres em nutrientes e C
recalcitrantes, podendo entdo ser correlacionado com as areas de florestas e as areas de
eucalipto que ndo recebem frequentemente nutrientes provenientes de adubag6es quimicas.

Mudancas na composicéo bacteriana apos a manipulacdo de nitrogénio sdo explicadas
por essa hipotese copiotrofica-oligotréfica, na qual grupos copiotréficos (por exemplo,
Actinobacteria e Firmicutes) que tém taxas de crescimento rapidas tém maior probabilidade
de aumentar em abundancia em condi¢6es ricas em nutrientes, enquanto grupos oligotroficos
(por exemplo, Acidobacteria e Chloroflexi) que tém uma taxa de crescimento mais lenta
provavelmente diminuiriam em abundancia.

O menor estado nutricional e acido do solo encontrado nas areas de florestas nativas,
plantadas e de plantio direto pode explicar a maior abundancia relativa de Acidobacteria, que
relatou exibir um estilo de vida oligotréfico e prosperar melhor em condi¢bes de menor
disponibilidade de nutrientes, o qual tem a capacidade de degradar fontes de carbono
complexas.

O filo Proteobactéria apresentou uma dominancia nos solos cultivados com café,
milho e pastagem, quando comparadas com as areas de APPs, porém as florestas também
apresentaram uma boa dominancia dessa familia. Em relacdo as areas de Eucalipto, a
frequéncia dessa familia foi menor se comparadas com as florestas e 0s outros usos do solo.

A alta frequéncia de Proteobactérias nos solos das APPs associadas as areas de
pastagens ndo concordou com os resultados de Francioli et al. (2016) que em seu estudo
observaram a abundancia desse filo nos solos alterados pela fertilizagdo orgénica do que nos
solos que foram aplicados adubos inorganicos e nos solos que ndo foram adubados como os

de florestas.
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Entretanto, os resultados encontrados concordaram com o estudo de Souza et al.
(2017) pois foi encontrado uma diminuicdo da abundancia desse filo com a conversédo de
florestas em pastagens. Esse grupo € dominante em solos florestais, com diminuicdo
significativa com a mudanga no uso da terra e de acordo com o trabalho as Proteobactérias
apresentaram maior abundancia nas areas de APPs quando comparadas com as areas de
eucalipto.

Assim, Mendes et al. (2015) explica que as Proteobacterias sdo importantes no ciclo
global de carbono, nitrogénio e enxofre, funcbes abundantes em solos florestais, e
classificadas como copiotréficas de rapido crescimento, encontradas em ambientes com alta
disponibilidade de nutrientes e ricos em carbono que é o caso das florestas, possuindo
capacidades metabolicas versateis. O autor pode explicar a alta frequéncia de
Xanthobacteraceae nas amostras de solo das areas de APPs adjacentes as pastagens, devido a
essas areas apresentarem uma maior concentragdo de carbono.

Amoo e Babalola (2019) também relataram que as Proteobactérias sdo dominantes as
custas de outros filos em varios ambientes, incluindo florestas naturais. A alta abundancia
geral de Proteobactérias em amostras agricolas foi relatada por diversos autores também, que
concluiram que, embora a fertilizacdo a longo prazo com nitrogénio diminua a diversidade
bacteriana, geralmente favorece a abundancia de Proteobactérias em agroecossistemas, devido
a apresentarem uma grande quantidade de carbono no solo as suas funcbes, o qual é
responsavel pela promocdo do crescimento das plantas, ou seja, devido ao maior aporte de
nutrientes aplicados através da fertilizacdo dos solos (DUBE et al., 2019).

A abundéncia desse filo nas areas de café e milho, concordam com o estudo de
Degrune et al. (2017) que testaram as areas de preparo convencional e preparo reduzido do
solo (plantio direto) e chegaram a conclusdo que as Proteobactérias aumentaram em
abundancia nas areas de preparo convencional, podendo ser explicado pelo conceito
oligotrofico-copiotrofico descrito por Fierer et al. (2012) devido ao maior nivel de nutrientes
encontrado no preparo convencional.

Portanto, esse filo foi predominante em todas as areas estudadas, indicando que esta
espécie pode ndo ser afetada principalmente por mudancas no uso da terra. Essa tendéncia
pode estar relacionada ao fato de a Proteobacteria ser um amplo filo que inclui um alto nivel
de diversidade morfoldgica, fisiolégica e metabdlica. Além disso, devido a esta grande
diversidade metabdlica, os membros da Proteobacteria sdo cruciais na manutencdo da
qualidade do solo, desempenhando papéis fundamentais no ciclo do carbono, nitrogénio e
enxofre (DAl et al., 2018; DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018).
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As altas correlagdes positivas encontradas foram as propriedades H+Al, Al e saturacdo
por aluminio (m) e a familia Beijerinckiaceae (Filo Proteobacteria), P-meh e P-rem e a familia
Devosiaceae (Filo Proteobacteria), K e t e a familia Steroidobacteraceae (Filo Proteobacteria)
e P-rem e a familia Bacillaceae (Filo Firmicutes) e Chitinophagaceae (Filo Bacteroidetes), ou
seja, quanto maior a concentracdo dos elementos quimicos maior a abundancia dessas familias
na amostra de solo. As altas correlacbes negativas encontradas foram entre as propriedades
pH, Ca e Mg e a familia Bejerinckiaceae, Al, H+Al e saturacdo por aluminio (m) e a familia
Steroidobacteraceae e Nitrosomonadaceae (Filo Proteobacteria), assim quanto menor a
concentracdo dos elementos quimicos maior é a abundancia da familia. Pereira et al. (2019)
ndo encontraram correlacdo significativa entre a estrutura da comunidade e os atributos do
solo.

Amoo e Babalola (2019) investigaram a relacdo entre as propriedades quimicas do
solo e as abundancias dos filos bacterianos. O carbono total (C), pH e fosforo (P) sdo os
fatores ambientais que melhor explicaram a variacdo na composicdo bacteriana. Estudos
afirmaram que o carbono total é um fator-chave que influencia a estrutura das comunidades
microbianas do solo e a biomassa bacteriana. O fosforo também afetou a estrutura das
comunidades, influenciou a abundancia de microrganismos do solo e as adi¢cdes de fésforo
sdo vitais no aprimoramento da producdo primaria e decomposi¢cdo nos ecossistemas
florestais. O pH foi um forte determinante na formacdo das comunidades microbianas.
Relatou-se que a estrutura, composicdo e funcdo dos microrganismos do solo sdo
influenciadas pelo pH do solo, o qual tem grandes efeitos sobre os padrdes de biodiversidade
e atividades dos microrganismos, em contraste com o uso da terra (MENDES et al., 2015). Os
resultados obtidos concordaram com o estudo, pois a concentracdo das propriedades P-meh e
P-rem foi maior e assim a abundancia da familia Devoseaceae, Bacillaceae e
Chitinophagaceae também foi maior.

No estudo de Van der Bom et al. (2018) e Zhou et al. (2017) a abundancia de
acidobactérias estd negativamente correlacionada com o pH, mas isso nem sempre €
observado e depende do grupo acidobacteriano, podendo também encontrar associacdo
positiva de Acidobacteria com carbono do solo e nitrogénio total, que indicam uma resposta
diversa dentro dos membros oligotréficos do filo de Acidobacteria. Parte dos resultados
concordou com 0s autores, pois 0 pH apresentou correlacdo negativa com as familias do filo
Acidobacteria, Koribacteraceae e Solibacteraceae, e parte ndo concordou devido a essas

familias apresentaram correlag&o nula com o carbono organico.
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O grupo Acidobacteria se correlacionou com varias propriedades do solo, correlacéo
positiva com o Al, H+Al, e m, correlagdo negativa com o pH e 0s outras propriedades e
correlagdo nula com a MO, CO e Fe. Vérios estudos demonstraram o efeito do pH do solo e
outras propriedades do solo na abundancia de Acidobacteria em diferentes tipos de solo
(Navarrete et al., 2013) o qual é abundante em solos florestais e apresenta correlagdo positiva
com o teor de Al, que é um dos principais fatores que diferenciam a floresta de outros usos do
solo.

A APP da regido onde os solos foram amostrados é rica em Al e apresentou pH mais
baixo. A pratica de calagem inclui uma diminuicdo da atividade de H + e uma diminuicéo na
saturacdo de Al. Assim, os resultados confirmam que a mudanga no uso da terra afeta as
propriedades do solo, como Al e pH, que apresenta correlagdo com a comunidade de
Acidobacteria. Uma das possiveis correlacdo se baseia no fato de que a maioria dos
microrganismos tem pH intracelular variando em neutro e uma simples variacdo do pH
ambiental pode expor os microrganismos ao estresse (FIERER et al., 2012).

No entanto, ndo foi apenas o pH que se correlacionou com a estrutura das
comunidades microbianas, outras propriedades do solo estdo correlacionadas com grupos
bacterianos especificos e sdo alterados pela conversdo do uso da terra (MENDES et al., 2014;
NAVARRETE et al., 2013).

Alguns resultados mostram que o indice de saturacdo de Al (m) e o Al foram os
fatores que apresentaram correlagdo com maior nimero de filos bacterianos. Ha muito que se
diz que a toxicidade do aluminio afeta comunidades microbianas e também plantas em solos
tropicais.

Zhou et al. (2017) descobriram que todos os indices de diversidade de bactérias do
solo foram negativamente correlacionados com o pH do solo em plantacdes de arvores que
extraem borracha, quando o pH do solo esta abaixo de 6,5, assim, a diminuicao da diversidade
bacteriana em areas de florestas esta relacionada a diminui¢do do valor do pH do solo. O que
pode ser explicado, pois 0 pH impde um consumo fisiolégico as bactérias do solo, alterando
os resultados competitivos ou reduzindo o crescimento de bactérias incapazes de sobreviver
se 0 pH do solo estiver fora de uma certa faixa. Muitas bactérias tém niveis de pH intracelular
proximos ao neutro e, portanto, o pH extremo pode impor um estresse significativo que certas
taxas podem tolerar melhor do que outros. Outra hipétese afirma que o pH do solo pode nao
alterar diretamente a comunidade bacteriana, mas pode funcionar como uma variavel que
fornece um indice integrado das condicfes do solo. H&4 uma série de caracteristicas do solo

(por exemplo, disponibilidade de nutrientes, solubilidade do metal catibnico, caracteristicas
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organicas do C, regime de umidade do solo) que sdo diretamente ou indiretamente
relacionadas ao pH do solo, e esses fatores podem impulsionar as mudangas observadas na
composicdo da comunidade.

A composicao das espécies das areas de cultivo de eucalipto ndo apresentou diferencas
significativas quando comparadas com a composicdo das espécies das areas de APPs
adjacentes, ou seja, apresentaram espécies similares nas amostras de solo, o que levanta a
hipétese de que as mudancas nas caracteristicas quimicas do solo ndo resultaram em
mudancas na composic¢ao das comunidades bacterianas dos solos estudados.

Uma possivel explicacdo para os achados do eucalipto pode estar relacionada ao fato
de, nos solos do Cerrado, 0 manejo do solo nas plantacdes de eucalipto ser geralmente
esparso. Com baixa intensidade quando comparada a outras culturas, cujas calagens nao séo
tradicionalmente feitas, os procedimentos de fertilizacdo séo restritos antes do plantio, 0 uso
de agrotoxicos no campo é geralmente baixo ou nulo (ZINN e LAL, 2013; ZINN et al., 2011).

A cultura do eucalipto apresenta uma faixa de pH otima de 5,5, ou seja, a cultura é
pouco sensivel a acidez do solo (EMBRAPA FLORESTAS, 2003) isso pode ser devido, o
eucalipto ndo receber manejo periodico, como a calagem, pois a corre¢do do solo pode ter
sido realizada somente na implantacdo da cultura, entdo o seu pH é &cido se aproximando ao
da floresta.

Por isso entdo que as areas de eucalipto e florestas, quando comparadas suas
comunidades, foram similares na composi¢éo, pois sdo semelhantes em algumas propriedades
quimicas do solo. As propriedades similares entre essas duas areas foram Ca, Mg, Zn, Mn, K,
Fe, m, t e SB. Assim se as areas de eucalipto fossem corrigidas poderiam apresentar
diferencas significativas entre as areas de APPs associadas, pois a calagem favorece o
desenvolvimento e a producdo das culturas e apresenta varios beneficios como promover a
neutralizacdo do aluminio trocavel e insolubiliza 0 manganés; fornece célcio e magnésio
exigidos pelas culturas; melhora o aproveitamento das adubacdes quimicas, através das
elevacBGes do pH; aumenta a atividade microbiana do solo, acelerando a decomposicdo da
matérias organica, sendo liberados os nutrientes; e aumenta as cargas dependentes do pH e
assim eleva a capacidade de troca de cations (MATIELLO et al., 2016) podendo a
composicao dessas duas areas serem diferentes.

No estudo de Pereira et al. (2019) também ndo houve diferenga significativa entre
tratamentos (plantios puros de Eucaliptus grandis, com e sem adi¢do de N, Acacia mangium e
um sistema consorciado de E. grandis e A. mangium) e periodos de amostragens. O cultivo de

eucalipto com a aplicacdo de nitrogénio reduziu no periodo de amostragem a diversidade alfa
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das amostras de solo. Ainda de acordo com os autores, as plantacdes de eucalipto
apresentaram baixa qualidade de nutrientes (alta relacdo de C/N) tanto na serapilheira quanto
no solo. Além disso, a aplicacdo de altas taxas de fertilizantes nitrogenados pode afetar as
fungbes da comunidade do solo e da serapilheira, pois o sulfato de amdnio produz
acidificacdo instantanea no solo, assim ap6s a hidrélise, o ion amdnio pode ser convertido em
nitrato por bactérias nitrificantes do solo. Esse processo libera grandes quantidades de H + e
pode promover a acidificacdo no solo. O baixo pH do solo reduz a diversidade a das
comunidades bacterianas (FIERER, 2012).

Para Pereira et al. (2019) a estrutura e composi¢do da comunidade microbiana sao
governadas por varios fatores, incluindo o pH do solo e a concentracéo de nutrientes no solo e
serapilheira, que podem ser influenciadas pelo clima e idade das arvores dentro da plantacéo.
Por outro lado, encontraram um efeito substancial de tempo e tratamentos na estrutura e
composicdo da comunidade bacteriana da serapilheira. Zhou et al. (2017) também
concordaram com o trabalho em questdo, pois a composicdo da comunidade bacteriana do
solo em seringais foi similar aos ecossistemas florestais.

O pode ser explicado, pois os cultivos de florestas plantadas retém alguns atributos
(pH e nutrientes) comuns dos ecossistemas florestais apds a floresta ser convertida. Assim, a
conversao de uma floresta para um cultivo de florestas plantadas nao significa
necessariamente que a diversidade da comunidade bacteriana sera reduzida ou perdida.

Portanto descobriu-se que a diversidade e a composicdo da comunidade bacteriana do
solo estavam intimamente relacionadas com as propriedades do solo (especialmente o pH do
solo) e a vegetacéo.

Ainda de acordo com Zhou et al. (2017) as plantacGes de seringueiras sdo um tipico
ecossistema florestal artificial e originalmente parte do ecossistema florestal, portanto,
mantém algumas caracteristicas comuns do ecossistema original. No entanto, essas areas
serdo afetadas pela recuperacdo de terras, aproveitamento, fertilizacdo, capina e outras
perturbacdes humanas ao mesmo tempo. As caracteristicas de vegetacdo e solo da seringueira
impulsionavam solos a serem mais complexas e mutaveis em comparacdo com florestas
tropicais e florestas secundarias.

Em contrapartida, Amoo e Babalola (2019) encontraram diferenca significativa na
composicao bacteriana entre os solos florestais naturais e comerciais. Esses dados sugerem
que existem diferengas nos recursos dos conjuntos de dados individuais quando comparados

entre si.
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Colombo et al. (2016) também chegaram & conclusdo que 0s mecanismos pelos quais
0s usos da terra mudam da floresta natural para a floresta manejada e podem afetar a
comunidade microbiana do solo e seu funcionamento pode estar relacionado a mudanca nas
espécies arboreas e ao distlrbio associado ao estabelecimento da plantacdo e praticas de
manejo subsequentes. Mudancas nas espécies arbOreas podem resultar em mudangas na
qualidade e quantidade de insumos da matéria organica.

A composicdo das espécies das areas cultivadas e das APPs associadas foram
diferentes quando comparadas, ou seja, apresentaram uma variedade significativa de espécies,
porém nao foram observadas grandes alteracdes nas fungdes metabdlicas nos diferentes usos
do solo, o que pode ser devido as diferentes espécies compartilharem as mesmas funcbes
metabolicas, o que é chamado de redundancia funcional.

Embora ndo tenha sido encontrado diferencas na composicdo geral de KO entre areas
cultivadas e preservadas, as analises comparativas estruturadas (por categorias KEGG Nivel
2) revelaram que a conversdo de terras pode influenciar a diversidade e composicdo das
funcbes moleculares (KOs) em tipos metabolicos especificos, com perfis distintos para cada
agroecossistema estudado (Figura 11).

Para Colombo et al. (2016) e Moreira (2006) a importancia da diversidade microbiana
para o funcionamento do solo € desafiada pelo conceito de redundancia funcional, "como
espécies diferentes que podem desempenhar a mesma funcdo em um determinado
ecossistema”. Além disso, uma mesma espécie pode ter varias func@es, ou seja, cada espécie
participa de diferentes processos.

A redundancia funcional contribui para a estabilidade dos ecossistemas, assim, solos
com comunidade diversa de microrganismos sdo mais resilientes, ou seja, recuperam-se
melhor dos estresses que sofreram porque, quando as condi¢des ambientais se tornarem
adversas para uma ou mais populacdes com a mesma funcéo, outras populacbes adaptadas
aquela nova condicdo ambiental poderdo substitui-las na realizacdo do mesmo processo, que
assim podera ter continuidade e ndo havera perda de funcgdes.

Segundo Eldor (2015) e Elsas (2019) em um ecossistema com grande diversidade de
espécies, muitas podem exercer as mesmas fungdes ecoldgicas que outras. Portanto, se ocorrer
perda de espécies relevantes para o ecossistema local, devido aos impactos causados pelo uso
inadequado do solo, pode ndo influenciar o desempenho geral, ou seja, 0 ecossistema nao sera
prejudicado, ja que outras espécies continuariam a desempenhar as mesmas funcGes. No
entanto muitos estudos vém mostrando que a perda de espécies relevantes, mesmo

funcionalmente semelhantes a outras, reduz a estabilidade dos ecossistemas, pois a presenca
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de espécies de bactérias diferentes ndo quer dizer que estas sdo suficientes para manter a
funcéo ecoldgica do ambiente.

Para Colombo et al. (2016) disseram que a redundancia funcional é maior para
processos executados por uma ampla variedade de microrganismos do solo, como respiracéo
ou decomposicdo, do que para processos realizados por um grupo restrito de microrganismos
especializados.

Entretanto, mesmo ndo tendo diferencas significativas na diversidade que comparou
todas as vias metabdlicas de uma s6 vez entre as culturas e APPs, tem-se algumas funcGes
metabdlicas especificas que sdo muito diferentes em relacdo a diversidade entre as culturas e
as florestas, pois as bactérias estdo muito mais frequentes em um determinado solo do que no
outro.

Van der bom et al. (2018) ndo concordaram com o resultado do trabalho, pois a
diversidade e a fungdo da comunidade microbiana foram claramente afetadas de maneiras
diferente pelas aplicacdes de fertilizantes organicos e mineral.

Segundo Amoo e Babalola (2019) variaveis ambientais sdo fatores-chave na estrutura
e funcdo das comunidades bacterianas nos solos. Os resultados confirmaram que os nutrientes
afetaram a estrutura das comunidades bacterianas, ou seja, as comunidades foram moldadas
pela acessibilidade de nutrientes.

Para Eldor (2015) a alta diversidade de compostos organicos disponiveis no solo
resultou em uma ampla gama de organismos com um amplo espectro de enzimas. Foi
sugerido que a comunidade microbiana € funcionalmente redundante (ou seja, muitas especies
tém sistemas enzimaticos e papéis duplicados nos processos de decomposicdo, de modo que
alteracdes na composicdo da comunidade microbiana ndo alteram a funcdo). As comunidades
de microrganismos no solo e sua fungdo resultante sdo essenciais para o desenvolvimento e as
caracteristicas de todos 0s ecossistemas terrestres.

As bactérias desempenham um papel essencial em todos os ciclos biogeoquimicos
globais e outras fungbes importantes do ecossistema, incluindo a criacdo, manutencdo e
funcionamento do solo (ELDOR, 2015). Elas realizam todos os tipos basicos de metabolismo
e também operam varios outros tipos de metabolismo gerador de energia. A diversidade do
metabolismo é expressa por uma grande variacdo nos modos de geracdo e metabolismo de
energia. E essa diversidade que sustenta a funcdo do solo e permite que os microrganismos
ocupem os mais amplos habitat do solo.

Nas diferentes é&reas de cultivo foram encontradas fungGes metabdlicas

significativamente mais frequentes do que nas areas de florestas. Porém, a fungdo do
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metabolismo esté presente de forma significativa em todos os usos do solo, pois é o conjunto
de reagdes bioquimicas interconectadas de um ser vivo, considerando a funcdo das reacdes
celulares, ou seja, € a estratégia de sobrevivéncia de uma espécie. Podem ser apontadas
fungdes especificas como biossintese de amino&cidos, degradacdo de carboidratos, entre
outros e fungdes mais gerais, como a obtencdo, armazenamento e utilizacdo de energia. Por
isso que todas as areas cultivadas e suas APPs apresentaram alguma funcéo relacionada ao
metabolismo, o que pode ser correlacionada com a similaridade na alfa diversidade entre
areas cultivadas e APPs.

O Unico agroecossistema estudado que ndo apresentou alteracGes significativas na
composicdo taxonémica (plantagdes de eucalipto) também ndo apresentou alteracdes
funcionais para nenhuma categoria do KEGG Nivel 2, o que pode ser devido a evidéncia
adicional do impacto das mudangas taxondmicas nas comunidades bacterianas devido as
conversdes de terras na manutencao da equivaléncia funcional das func¢des do ecossistema do
solo, uma vez que todos 0s agroecossistemas estudados com evidéncias de mudangas na
estrutura taxondmica de suas comunidades bacterianas também apresentaram mudancas na
composicdo de KOs em diferentes categorias metabdlicas. As analises comparativas da
abundancia de KO entre os tipos de solo acessados revelaram que comunidades de solos de
florestas nativas apresentaram maior abundancia de KOs sobre as areas cultivadas, incluindo
categorias metabolicas basicas para servicos de regulacdo do solo, como degradacdo de
xenobioticos e biossintese de metabolitos secundarios (KIBBLEWHITE et al., 2008). Além
disso, em todos os agroecossistemas estudados, varias funcdes metabdlicas (KOs) foram
identificadas com abundancias discrepantes entre areas cultivadas e (areas preservadas as
quais estdo relacionadas a diversas categorias de funcdes metabdlicas).

A hipdtese testada no estudo foi confirmada, pois os diferentes usos do solo impactam
o0 solo de uma maneira diferente, alterando a composi¢do quimica do solo e a composicao da
microbiota do local, mas mesmo assim ndo alterou a diversidade das espécies de forma
significativa (exceto para milho), ou seja, a diversidade foi similar nas comparac6es feitas, e
varias fungdes metabdlicas realizadas pelas bactérias foram alteradas.

Para Eldor (2015) caracteristicas funcionais sdo propriedades de um organismo que
podem ser afetadas devido a um conjunto de condi¢c6es afetando o desempenho do organismo.

Segundo Colombo et al. (2016) as praticas de manejo da terra podem alterar
significativamente as propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo, que por sua vez
podem ter efeitos profundos em muitas fungbes do ecossistema, como observado quando se

compara areas de cultivo e areas de florestas.
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Portanto, a influéncia negativa do uso do solo inadequado nas suas funcdes observadas
neste estudo pode ser interpretada como o efeito da mudanga na vegetagdo, que causou uma
diminuicdo na quantidade e qualidade da matéria organica disponivel para decomposicao pela
comunidade microbiana nas areas de cultivo.

Embora a maioria das préaticas agricolas tenha sido associada a perda de diversidade
microbiana do solo, descobriu que algumas praticas agricolas, como a rotacao de culturas, tém
0 potencial de sustentar a biodiversidade do solo e aumentar ou manter a diversidade
funcional. A rotacdo de culturas poderia, portanto, explicar o aumento da diversidade
observada nos solos agricolas. O cultivo de diferentes culturas em sucessdo facilita o
fornecimento de diferentes fontes de nutrientes na forma de exsudatos radiculares e residuos
de plantas, que por sua vez podem resultar em na selecdo ou introducéo de diferentes tipos de
microrganismos, renovando continuamente a atividade biologica no solo.

Em contrapartida com os resultados do estudo de ter encontrado poucas funcdes
metabolicas significativas, Dube et al. (2019) encontrou uma alta abundancia relativa de
funcbes bacterianas previstas relacionadas a aptidao das plantas, promocao do crescimento e
supressdo de doencas (metabolismo do enxofre, biossintese de lipopolissacarideos e
biossintese de sideroforos) em solo agricola em comparagdo com solo ndo agricola. Para o
autor o solo agricola era significativamente mais rico nos grupos para processos celulares,
sinalizacdo e processos de informacdo ambiental, enquanto o solo ndo agricola era
significativamente mais rico no processamento de informacdes genéticas, metabolismo e
processos pouco caracterizados. Ainda segundo o autor, as caracteristicas presentes em ambos
os habitats foram metabolismo de aminoacidos, metabolismo energético e transporte de
membranas. As categorias funcionais de traducdo, metabolismo lipidico, motilidade celular,
metabolismo nucleotidico e metabolismo de co-fatores e enzimas foram moderadamente
abundantes. As categorias funcionais associadas a promoc¢éao do crescimento e adequacao das
plantas, incluindo equilibrio hormonal, comunicacdo molecular, nutricdo das plantas,
adaptacdo das plantas a seca e supressdo de doencas foram comparadas entre os dois habitats.
Ndo foram observadas diferencas significativas entre os dois habitats em nenhuma das
funcbes responsaveis pelo equilibrio hormonal das plantas. Em termos de comunicacgdo
molecular, houve diferencas significativas nos sistemas de secrecdo e quimiotaxia bacteriana
entre os dois habitats. O solo agricola exibiu maior abundancia relativa de genes que
codificam os sistemas de secre¢do e as fungdes de quimiotaxia bacteriana em comparagdo
com amostras de solo ndo agricola. Para nutricdo vegetal, os genes do metabolismo do

nitrogénio foram significativamente maiores no solo agricola, enquanto a sinalizacdo do
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calcio foi significativamente maior no solo ndo agricola. Para fungdes associadas a adaptagédo
das plantas a seca, a biossintese de lipopolissacarideos foi significativamente maior em
amostras agricolas em compara¢do com amostras nao agricolas. Para a supressdo da doenca, o
metabolismo do enxofre e a biossintese de sider6foros foram significativamente maiores em
amostras agricolas, enquanto a estreptomicina as funcbes de sintese (embora com uma baixa
propor¢do média percentual) foram significativamente maiores em solos ndo agricolas.

De acordo com Brasil (2012) a Area de Preservacdo Permanente é coberta ou nio por
vegetacdo nativa, com a funcdo ambiental de preservar os recursos hidricos, a paisagem, a
estabilidade geoldgica, a biodiversidade, o fluxo génico de fauna e flora, proteger o solo e
assegurar o bem-estar das popula¢ées humanas.

Em relacdo a preservacdo dos recursos hidricos ocorre através da protecdo da sua
cobertura vegetal, as matas ciliares.

Outra funcdo é a de preservar a paisagem, garantindo harmonia e equilibrio,
permitindo a formacdo de corredores de vegetacdo entre remanescentes de vegetacdo nativa.
A estabilidade geologica trata-se da preservacao de encostas com declividades acentuadas e
topos de morro.

A funcdo ambiental de preservar a biodiversidade tem importancia fundamental para a
sobrevivéncia e reproducéo da fauna e flora, pois a biodiversidade forma a base dos servigos
ecossistémicos, essenciais a sobrevivéncia e ao bem-estar da humanidade.

A manutencdo da biodiversidade proporciona beneficios locais diretos, como o
estoque de material genético de plantas e animais necessarios para a adaptacdo a0 manejo
florestal e aos sistemas agricolas.

Outra contribuicdo das APPs, principalmente para a agricultura, € a manutencdo de
espécies responsaveis pela polinizacéo.

A funcdo ambiental de preservar o fluxo génico de fauna e flora nas margens dos
cursos d’dgua, formando corredores ecoldgicos. Quando o fluxo génico ¢ interrompido ou
diminuido drasticamente as populacdes naturais ficam isoladas sofrendo uma diminuicdo da
sua variabilidade genética, tornando-as menos adaptaveis as mudancgas do ambiente, podendo
levar espécies a extincdo.

Além disso, a erosdo causada pela falta de preservacdo das APPs elimina as camadas
mais superficiais do solo, conhecidamente as que contém uma maior concentragdo de
nutrientes e microrganismos, essenciais para a sobrevivéncia da microbiota dessas areas
(MMAJ/IBAMA, 2005).
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Os resultados obtidos confirmaram em parte a hipotese, pois cada uso da terra quando
comparadas com suas APPs adjacentes, impactaram o solo de maneiras diferentes, e assim
obtiveram-se alteracdes significativas na composicdo quimica do solo, na composicdo da

microbiota local e em algumas funcGes metabdlicas das bactérias.
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7. CONCLUSAO

A conversdo e 0 manejo do solo das areas de Café, Milho, Eucalipto e Pastagem
levaram as alteracGes na composicdo das condicfes quimicas do solo da ZA do PNSC, o que
pode ser devido as praticas agricolas desenvolvidas nas areas, como a corre¢do e adubacéo do
solo. Porém pode-se observar que € realizado um manejo racional de correcdo e adubacdo dos
solos de cultivos e o que precisa ser melhorado nas areas cultivaveis da ZA é a adocao de um
manejo conservacionista do solo.

A comparagdo do manejo do solo dos quatro tipos de monoculturas com suas APPs de
referéncia levou as alteragdes na composicao de espécies das areas de milho, café e pastagens,
na diversidade taxondmica das areas de milho e de poucas fungdes metabolicas das
comunidades bacterianas do solo da ZA do PNSC.

As areas cultivadas com milho apresentaram diferencas significativas para os indices
de Diversidade de Shannon e Diversidade filogenética, ou seja, esses indices de a-diversidade
foram maiores nas areas cultivadas com milho do que nas APPs adjacentes, o que pode ser
devido a essas areas estarem desenvolvendo uma agricultura mais conservacionista, atraves
do sistema de plantio direto e praticas como a rotacao de culturas e cobertura do solo.

As areas implantadas com eucalipto apresentaram composicdo de espécies (p-
diversidade) similares as areas de APPs. Os resultados encontrados explicam que os cultivos
de eucalipto retém alguns nutrientes comuns das areas de APPs, apds ela ser convertida.
Assim, essa conversdo ndo significa necessariamente que a composicdo da comunidade
bacteriana sera reduzida ou perdida. Outra possivel explicacdo pode estar relacionada ao fato
de que o manejo do solo nas plantacdes de eucalipto é esparso, de baixa intensidade quando
comparada a outras culturas, cujas calagens ndo sdo tradicionalmente feitas, as adubacgdes sdo
realizadas antes do plantio e o uso de agroquimicos no solo é geralmente baixo ou nulo.

E por fim ndo foram observadas grandes alteracbes nas funcGes metabdlicas nos
diferentes usos do solo, o que pode ser devido as diferentes espécies compartilharem as
mesmas funcGes metabdlicas, o que é chamado de redundancia funcional.

Contudo, a hipotese testada no estudo foi confirmada parcialmente, pois diferentes
usos do solo impactam o solo de diversas maneiras, alterando a composicao quimica do solo e
a composicdo da microbiota do local (comparando areas de milho, café e pastagens com suas
APPs adjacentes). Entretanto, apenas as areas implantadas com eucalipto apresentaram
espécies similares as areas de florestas. A diversidade das espécies ndo foi alterada de forma

significativa, exceto para as areas de milho comparadas com suas APPs, ou seja, a diversidade
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foi similar nas comparagdes feitas, e as mudancas funcionais ndo foram gerais, mas apenas
algumas fungdes metabolicas especificas das bactérias foram alteradas.

Concluiu-se que a composicdo quimica, a composicdo taxondmica e a funcdo da
comunidade do solo sdo sensiveis a perturbacdes, como a aplicacdo de corretivos e
fertilizantes minerais no solo, sendo assim é necessario adotar praticas agricolas sustentaveis
para manter a qualidade do solo, através do plantio direto, rotacdo de culturas, uso adequado
de fertilizantes, cobertura vegetal, adubacdo organica e acimulo de matéria orgéanica no solo.

Portanto os resultados sugerem que preservar a microbiota do solo pode ser téo
importante quanto preservar a diversidade de espécies vegetais, para garantir a
sustentabilidade dos ecossistemas.

Para desenvolver um estudo mais completo seria importante realizar a analise fisica do
solo, pois o tipo, textura e granulometria de solo pode ser mais propenso a ter um certo tipo de
microrganismo do que outros, entdo a falta dessa analise limitou o estudo e essa é uma

sugestdo para trabalhos futuros.
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