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Indicadores microbiol6gicos em sistema silvipastoril com leguminosas em ambiente
tropical subumido

RESUMO

A pecuaria no Brasil é baseada principalmente no uso extensivo dos pastos e
frequentemente leva a degradagdo destes. Os sistemas silvipastoris sdo uma alternativa de
manejo sustentdvel, utilizados para diminuir os impactos ambientais relacionados com a
introducgdo da pecuéria, ao mesmo tempo aumentando sua produtividade. A presenca de arvores
neste sistema, alem de promover heterogeneidade na qualidade e oferta de forragem, melhora
a qualidade microbioldgica do solo e a ciclagem de nutrientes. Diante disto, o objetivo deste
trabalho foi compreender como a introducao de leguminosas arbdreas em sistemas de pastagens
influencia indicadores de qualidade microbioldgica do solo em ambiente trépico sub-tmido. Os
dados foram coletados em um experimento com trés tratamentos: i) braquiéria (Brachiaria
decumbens Stapf.) em monocultivo, ii) braquiaria consorciada com gliricidia (Gliricidia sepium
Jacq. Steud) e iii) braquiaria consorciada com sabid (Mimosa caesalpiniifolia Benth). Foram
coletadas amostras de solo nas estacGes seca e chuvosa, na camada 0-20 cm de profundidade
aos 0, 4 e 8,0 m de distancia da faixa das leguminosas, e amostra aleatdria na braquiaria em
monocultivo. Foram determinados os teores de fésforo da biomassa microbiana, a concentracao
de glomalina facilmente extraivel e total, a atividade enzimatica das fosfatases acida e alcalina,
urease e da arilsulfatase, além da quantificacdo por PCR em tempo real dos genes para fixacao
microbiana de carbono atmosférico, fungos totais e micorrizicos, e relacionado a mineralizacéo
de fosforo. A estagdo chuvosa promoveu uma maior atividade microbiana nos sistemas
silvipastoris, aumentando os teores de fosforo da biomassa microbiana, a atividade das
fosfatases acida e alcalina e da arilsulfatase, enquanto que a atividade da urease foi maior na
braquiaria solteira nas duas estacdes. Também foram encontradas maiores abundancias do
namero de copias dos genes de fixadores de CO., fungos totais e micorrizicos e mineralizadores
de fosforo no periodo chuvoso no sistema silvipastoril, exceto nas linhas de ambas leguminosas.
Né&o foi encontrado nenhum efeito do sistema silvipastoril para as concentracGes de glomalinas.
O sistema silvipastoril com leguminosas melhorou a qualidade bioldgica do solo, além de
potencial como dreno de CO. atmosférico por meio da fixacdo microbiana de carbono. A
gliricidia estabeleceu melhores condi¢cdes para a manutencdo da braquiéria consorciada. A
chuva afetou a atividade enzimatica e abundancia de comunidades microbianas, sendo um
importante parametro para a avaliacdo da qualidade do sistema silvipastoril.

Palavras-chave: Consoércio graminea-leguminosas. Atividade enzimaética. Ciclagem de
nutrientes. Fixagdo microbiana de CO». Qualidade do solo.






Microbiological indicators in silvopastoral system with legumes in sub-humid tropical
environment

ABSTRACT

Cattle raising in Brazil is mostly based on extensive pasture usage, and frequently lead
to their degradation. Silvopastoral systems are a sustainable management alternative, used to
reduce environmental impacts related to cattle raising introduction, while at the same time
increasing its productivity. Tree presence in this system, besides promoting heterogeneity in
forage quality and offer, increases soil microbiological quality and nutrient cycling. Due to this,
this work aims to understand how the introduction of legume trees in pasture systems affects
soil microbiological quality indicators in a sub-humid tropical environment. Data was collected
from an experiment with three treatments: i) pure signal grass (Brachiaria decumbens Stapf.),
i) signal grass with gliricidia (Gliricidia sepium Jacq. Steud) and iii) signal grass with sabia
(Mimosa caesalpiniifolia Benth). Soil samples were collected at the dry and rainy seasons, at
the 0-20 cm depth layer at 0, 4 and 8 m from the legume rows, and as a random sample in the
single signal grass and used to determine microbial biomass P content, easily extractable and
total glomalina contents, enzymatic activity of acid and alkaline phosphatases, urease and
arylsulfatase, as well as real time PCR quantification of genes for microbial atmospheric carbon
fixation, total and mycorrhizal fungi, and linked to phosphorus mineralization. The rainy season
presented higher microbial activity in the silvopastoral systems, increasing microbial biomass
P content, acid and alkaline phosphatases and arylsulfatase activities, while urease activity was
higher for single signal grass in both seasons. Higher copy number abundance was also found
for CO: fixers, total and mycorrhizal fungi and phosphorus mineralizers in the rainy season for
the silvopastoral system, except at both legume rows. No effect of the silvopastoral system was
found for glomalin concentrations. Legume silvopastoral systems increased soil biological
quality, and potential atmospheric CO. drain through carbon microbial fixation. Gliricidia
established the best conditions for maintaining signal grass. Rain affected enzymatic activity
and microbial community abundance, being an important parameter for the evaluation of
silvopastoral system quality.

Keywords: Legume-grass consortium. Enzymatic activity. Nutrient cycling. CO2, microbial
fixation. Soil quality.
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1 INTRODUCAO

A pecuéria tem grande destaque na economia do Brasil, que € o maior produtor e
exportador de carne bovina. As pastagens sdo as principais fontes de alimento para a pecuéria,
destacando-se as gramineas do género Brachiaria como as espécies de maior utilizacdo. A
exploragdo extensiva das pastagens tem promovido um aumento crescente de areas com algum
nivel de degradacdo, o que acarreta em diminuicdo de produtividade, aumento na emissao de
gases de efeito estufa, degradacéo do solo e problemas ambientais e socioecondémicos. Neste
aspecto, uma das formas de diminuir os impactos ambientais associados a pecuaria é fortalecer
o desenvolvimento de técnicas sustentaveis que favorecam a intensificacdo da producdo, a
conservacao do solo e que diminuam as emissdes de carbono, como a introducdo de espécies
arboreas ou arbustivas integradas numa mesma area de pastagem e animais.

A associacdo de arvores e arbustos nos sistemas pastoris garante a estabilidade do
ecossistema por meio da diversificagdo da dieta animal, aumento no aporte de serapilheira e
nutrientes no solo, sequestro de carbono, conservacdo do solo e dos recursos hidricos, melhoria
na fertilidade do solo, recuperacédo e reducdo das areas de pastagens degradadas. Ao mesmo
tempo, essa associacdo promove mudancas no microclima e estabelece um ambiente mais
agradavel para os animais, de modo que o animal menos estressado tende a produzir carne e
leite com melhor qualidade e quantidade.

Quando o componente arbéreo escolhido é uma leguminosa, hd um efeito mais
pronunciado sobre a fertilidade do solo e conservacdo ambiental devido a fixacdo biol6gica de
nitrogénio (FBN) e reducdo do uso de adubos nitrogenados, estabelecendo também um
incremento na produtividade priméaria. As leguminosas arbdreas também sdo importantes na
recuperacdo de areas degradadas pois promovem cobertura do solo, e elevam os teores de
nutrientes no solo e a qualidade das pastagens. Duas espécies com potencial de utilizagdo em
locais com clima tropical sub-Umido sdo a gliricidia e o sabid. A gliricidia (Gliricidia sepium
Jacqg. Steud) € uma leguminosa adaptada a solos pobres e acidos que apresenta boa
palatabilidade para o gado e alta producdo de biomassa de bom valor nutricional, enquanto o
sabia (Mimosa caesalpinifolia Benth) apresenta baixa exigéncia em fertilidade e umidade,
possui estacas de excelente qualidade, madeira comercializavel e recomendacdo para
recomposicdo de areas degradadas. Alem disso, ambas possuem excelente rebrota e rapido
crescimento.

O sistema silvipastoril com leguminosas, além de criar uma heterogeneidade na oferta

de alimentos e redistribuicdo dos animais e excretas, promove um aumento na ciclagem e
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estoque de nutrientes. Os estudos com sistemas silvipastoris focam principalmente na dindmica
do carbono e nitrogénio, pelo impacto direto da adigdo de residuos vegetais nos estoques de C
e N e mitigacdo do efeito estufa, sendo muito incipientes os estudos sobre sua influéncia no
ciclo do fosforo e nas enzimas que possam conduzir a disponibilidade do fosforo no solo.

Apesar dos conhecidos beneficios dos sistemas silvipastoris, muito ainda precisa ser
conhecido sobre como a comunidade microbiana do solo responde as mudancas do uso da
pastagem em monocultivo para o consorcio leguminosas-graminea forrageira.

Os micro-organismos sdo sensiveis a mudangas ambientais, por isso sao indicadores de
um manejo ambientalmente sustentavel. A qualidade e quantidade de serapilheira, exsudatos
radiculares e umidade do solo determinam a estrutura da comunidade microbiana do solo, assim
como as atividades enzimaticas. Portanto, para avaliar diferencas entre usos da terra, é
necessario compreender como a diversidade vegetal e estacBes seca e chuvosa afetam a
microbiota e alguns indicadores microbiol6gicos que determinam a vida microbiana e a
qualidade do solo.

Diante disto, é fundamental o conhecimento de como o sistema silvipastoril e a estacdo
climatica influenciam indicadores microbioldgicos, de modo que 0 manejo desse ecossistema

possa ser considerado sustentavel.

1.1 HipOteses

A insercdo de leguminosas arbdreas em pastagens contribui para melhoria nos
indicadores microbioldgicos de qualidade do solo.

A introducdo das leguminosas gliricidia e sabid em pastagens estabelece um ambiente
favoravel para o aumento das populacdes de bactérias autotréficas fixadoras de CO; e contribui
com o dreno de CO- atmosférico através da fixacdo microbiana de carbono.

A insercédo das leguminosas gliricidia e sabid em pastagem contribui para melhorias no
ciclo do fosforo atraves do aumento da atividade das enzimas fosfatases acida e alcalina, e
abundancias de fungos totais, micorrizas e mineralizadores de P.

Esses eventos sdo influenciados pela variagdo sazonal e distanciamento das linhas das

leguminosas.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Compreender como a introducdo de leguminosas arbdreas em sistemas de pastagens
influencia os indicadores de qualidade microbioldgica do solo.

1.2.2 Objetivos especificos

Quantificar o fésforo na biomassa microbiana no solo do sistema silvipastoril em funcéo
do distanciamento das linhas das leguminosas no periodo seco e chuvoso;

Avaliar o efeito da introducdo de leguminosas sobre a concentracdo de glomalina
facilmente extraivel, glomalina total e carbono da glomalina do solo em relacdo ao
distanciamento das linhas das leguminosas e estacdo climatica;

Verificar a atividade enzimatica da fosfatase &cida e alcalina, urease e arilsulfatase do
solo no sistema silvipastoril em funcéo do distanciamento das linhas das leguminosas e periodo
seco e chuvoso;

Avaliar a abundancia dos genes cbbl, 18S rRNA (fungos totais e micorrizas) e phoD no
sistema silvipastoril em relacdo ao distanciamento das linhas das leguminosas e estacdo
climética;

Correlacionar os atributos microbioldgicos com atributos quimicos do solo.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pastagens no Brasil

O Brasil é atualmente o maior produtor e exportador de carne bovina do mundo, com
uma producéo aproximada de 11 milhdes de toneladas de carne e uma area total de 163 milhGes
de hectares de pastagens (ABIEC, 2020). As pastagens sao as principais fontes de alimento para
a pecudria, pelo menor custo, e geralmente tém praticas extrativistas de pastagens nativas
formadas por gramineas forrageiras em monocultivo (ARAUJO et al., 2017).

A demanda por carne e leite aumenta muito rapidamente em fungdo do crescimento

populacional e econdémico, promovendo um grande impacto no ambiente e na biodiversidade,
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em escala global (FAO, 2016). Coincidentemente, algumas das ecorregides ambientalmente
mais ameagadas ou vulneraveis encontram-se em areas com alta densidade bovina (FAO, 2016).
Com isso, a pecudria pode promover uma rapida deterioracdo de recursos naturais diante do uso
mais intensivo dos pastos do que sua capacidade produtiva, que € conhecida como degradacao.
Tal fato coloca em risco ndo somente 0 meio ambiente, mas também a producéo de alimentos
para as geracOes futuras (ALONSO, 2011).

Limitacdes nutricionais de nitrogénio (N) e fosforo (P) sdo algumas das principais
causas para o baixo crescimento das forragens (DUBEUX JUNIOR et al., 2014a). Além da
parte nutricional, a superlotacdo, elevacdo no percentual de plantas daninhas e solo desnudo
desencadeiam o processo de degradacéo das pastagens (DIAS-FILHO, 2017). Este processo
torna o sistema insustentavel e motiva a formacdo de novas pastagens provocando
desmatamento, fragmentacdo de paisagens, emissdao de gases de efeito estufa, perda de
biodiversidade, aparecimento de pragas, compactagéo e erosdo do solo e, consequentemente,
inimeros outros problemas ambientais associados (ALONSO, 2011; MILERA, 2013;
TEILLARD, et al., 2016; SANCHEZ-SANTANA et al., 2018).

Uma das maneiras de diminuir os impactos ambientais relacionados a pecuaria é a
implantacdo de um sistema de manejo sustentavel e que favoreca a intensificacdo da producéo,
com maior eficiéncia na producdo do gado e lucro por hectare (CABRAL et al., 2017). Uma
possibilidade é o uso do sistema silvipastoril (SSP) que consiste na incorporacdo de arvores,
pastagens e animais na mesma area e periodo, promovendo diversificacdo da dieta e sombra
para os animais, flores para polinizadores, sequestro de carbono (C) e conservacdo da
biodiversidade (DUBEUX JUNIOR et al., 2015). O SSP otimiza os recursos naturais do ponto
de vista econdmico e ambiental, sendo assim uma interessante solu¢do a producdo animal,
associada a sustentabilidade da atividade pecuéaria (ARAUJO et al., 2017; CABRAL et al.,
2017; SANCHEZ-SANTANA et al., 2018). Além disto, o SSP é recomendado pela FAO como
manejo sustentavel para regides tropical e tropical subumida (JOSE; WALTER; KUMAR,
2019; LOPEZ-SANTIAGO et al., 2019).

2.2 Sistema silvipastoril com leguminosas

Os SSPs constituem uma variagdo dos sistemas agroflorestais, usados para producéao
animal por meio de associagdes entre arvores e pastagens, em interacio com o solo. E uma das
modalidades de agrofloresta implementadas em todo o mundo, muito importante sob o ponto

de vista produtivo, ambiental e socioeconémico, e seus beneficios incluem sequestro de C,
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conservacao do solo e agua, seguranca alimentar e qualidade ambiental (FEY; MALAVASI,
MALAVASI, 2015; HANISCH et al., 2019).

O SSP foi primeiramente implementado na Nova Zelandia para reduzir as perdas de
solo por erosdo nas pastagens. Por trazer tantos outros beneficios, passou a fazer parte de
programas governamentais (BENAVIDES; DOUGLAS; OSORO, 2009; MOSQUERA-
LOSADA et al., 2009; FEY; MALAVASI; MALAVASI, 2015) e vem sendo recomendado
como um sistema de manejo bastante promissor para solos tropicais subumidos (LIRA JUNIOR
etal., 2020a).

Neste tipo de sistema é observado o favorecimento na reciclagem de nutrientes, a
manutencdo da fauna e flora do solo, controle de pragas, melhoria na drenagem do solo, controle
de erosao, purificacdo do ar, aumento da biodiversidade, estoque de C e reducdo de custos na
recuperacdo e renovacdo de pastagens degradadas, além de poder promover aumento na
producdo total de biomassa quando comparado com o sistema em monocultivo (ALONSO,
2011; CARVALHO et al., 2017).

Além das melhorias para a qualidade do solo e da forragem, o fornecimento de sombra
promove alteracdo no microclima com reducdo de 2 a 5 °C sob a abrangéncia da copa das
arvores, influenciando na umidade do solo e do ar e estabelecendo um ambiente mais
confortavel para os animais (MURGUEITIO et al., 2011; CABRAL et al., 2017). Assim, este
sistema também tem demonstrado progresso na producdo e qualidade de carne e leite por
estabelecer um melhor bem-estar animal (MILERA; LOPEZ; ALONSO, 2014; SANCHEZ-
SANTANA et al., 2018).

O componente arboreo no SSP é uma escolha do produtor, podendo ser frutifera
(ARAKAKI et al., 2009), visando exploragdo de madeira (APOLINARIO et al., 2015),
borracha (PEREIRA, 2007), éleo ou folhas (FEY; MALAVASI; MALAVASI, 2015). Quando
a escolha é pela introducdo de leguminosas, ha contribuicdo para a fertilidade atraves da FBN
(APOLINARIO et al., 2016). Em caso de leguminosa forrageira, a implantac&o é ainda mais
promissora por ser fonte de nutricdo animal, com altos niveis de proteinas e minerais, além de
uma maior digestibilidade efetiva das fibras alimentares em relacdo as gramineas tropicais
(DUBEUX JUNIOR et al., 2017; JOSE; DOLLINGER, 2019). Assim, 0 sistema passa a ter
maior sustentabilidade, pois além do aumento na produtividade priméria, reduz a necessidade
de fertilizacdo nitrogenada e intensifica o sequestro de carbono (TEDESCHI et al., 2015;
DUBEUX JUNIOR et al., 2017).

As leguminosas forrageiras gliricidia (Gliricidia sepium Jacq. Steud) e sabia (Mimosa

caesalpiniaefolia Benth) apresentam boa palatabilidade para o gado (DE SA et al., 2017) e
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fornecimento de madeira comercializavel (APOLINARIO et al., 2015), respectivamente. Além
disto, elas sdo capazes de promover aumento no estoque de C e N do solo nas camadas
superficiais e subsuperficiais em um tempo menor do que o exigido por outros agrossistemas,
demonstrando seus elevados potenciais no armazenamento destes elementos e contribuindo
para a mitigacdo do efeito estufa (LIRA JUNIOR et al., 2020a).

As leguminosas em consércio no SSP também promovem melhorias nas qualidades
microbiologicas do solo, como estoque de carbono na biomassa microbiana, aumento da
atividade enzimatica do solo e nas populacdes de bactérias, actinobacterias, fungos e micro-
organismos celuloliticos em 2 anos ap6s a implantacédo do sistema (SOUSA et al., 2020).

A implantagéo de leguminosas em pastagens ainda cria uma heterogeneidade na oferta
de alimentos e proporciona uma redistribuicdo dos animais e deposicdo das excretas,
impactando no remanejamento e reciclagem de nutrientes do solo nas pastagens (DUBEUX
JUNIOR et al., 2017). Além disso, a adi¢do de N ao solo induz uma maior demanda por fosforo
e impulsiona a ativacdo dos mecanismos para aquisicdo de P, como liberacdo de &cidos
organicos e enzimas fosfatases para mineralizacdo do P orgéanico do solo (MAISTRY et al.,
2015; ZHAO et al., 2019).

2.3 Dinamica do fosforo no solo

O fosforo no solo é oriundo do intemperismo geoquimico de rochas, tal como a apatita,
gue € um recurso nao renovavel e a principal fonte mineral de fertilizantes fosfatados
(STEFFEN et al., 2015; LUN et al., 2018).

O ciclo deste elemento no solo é regulado por processos biolégicos e geoquimicos, de
modo que o fésforo ocorre em varias formas quimicas, incluindo formas orgéanicas (Po) e
inorganicas (Pi). O Po é oriundo da biomassa microbiana, fauna, vegetal e dos produtos de sua
decomposicdo, constituindo de 10 a 80% do P total do solo, abrange os ions fosfatos ligados
aos compostos organicos e sua disponibilidade é variavel e dependente da decomposicéo da
matéria organica no solo (NASH et al., 2014; CONDRON; TIESSEN, 2015). Ja o Pi pode
ocupar de 20 a 90% do P total do solo e compreende os ions fosfatos nas formas minerais
(adsorvidos, precipitados ou na solucéo do solo) (GATIBONI et al., 2013; FENG et al., 2016).

As espécies de Pi derivadas do acido ortofosforico (HsPOs), tais como HPO4? e HoPO4
, sao as formas anibnicas de fosfato que as plantas absorvem preferencialmente (FINK et al.,
2016). No entanto, o P é 0 menos movel e menos disponivel dos nutrientes no solo (SONG et

al., 2017), principalmente em solos tropicais altamente intemperizados, devido sua alta
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capacidade de adsorcédo especifica nas superficies de minerais de argila, bem como 6xido de
ferro e aluminio que apresentam balanco de cargas positivas em pH abaixo de 7. Assim,
deficiéncia severa de P é comumente observada (FINK et al., 2016; LOPES; GUILHERME,
2016; XIONG et al., 2018).

A principal forma de suprir a necessidade de P em agroecossistemas é pela aplicacao de
fertilizante mineral sollvel. Contudo, o fosfato aplicado também passa pelo processo de
adsorcéo e sua disponibilidade pode ser rapidamente reduzida, diminuindo sua mobilidade no
solo (ROWE et al., 2016; ZHU; LI; WHELAN, 2018; BINDRABAN; DIMKPA; PANDEY,
2020). Desse modo, a fixacao de P no solo, além de promover impactos nutricionais no vegetal,
também pode causar grande impacto ambiental através do uso intensivo e indiscriminado de
fertilizantes em éreas cultivadas, de modo que o P residual fica retido por AI** e Fe?* ou Ca?",
filossilicatos 1:1 e compostos organicos (BINDRABAN; DIMKPA; PANDEY, 2020), ou
perdido por erosdo e transportado juntamente com sedimentos, ocasionando eutrofizacao,
hipoxia, e consequentemente, degradacdo dos recursos hidricos (YU et al., 2014; CONIIN et
al., 2018; LUN et al., 2018).

Outra possivel fonte de P é o uso de esterco, visto que aproximadamente 70% do teor
de P no esterco é labil (SHEN et al., 2011; ZHANG et al., 2017). Le Nog, Billen e Garnier
(2017) relatam que o aumento no estoque de P no solo e acumulo de P nas pastagens também
se deve a alta densidade de animais e redistribuicdo da deposi¢cdo de excretas no SSP,
diminuindo a necessidade de fertilizacdo. Desta forma, o Po é de crucial relevancia para a
fertilidade de solos altamente intemperizados, por ser menos susceptivel a forte adsorcéao pelos
minerais de argila quando comparado com as formas inorganicas, favorecendo a nutri¢éo
vegetal diante da mineralizacdo dos produtos da decomposicdo organica, além de promover
competicdo pelos sitios de adsor¢do de P (HINSINGER et al., 2011; BUNEMANN, 2015;
MEENA et al., 2018).

A introducdo de espécies vegetais é outra estratégia que promove o aumento no teor de
P diante da adicdo de residuos organicos, estimulando a captacdo de P residual do solo, e
eficiéncia de seu uso e sua reciclagem, maximizando assim a reducdo da erosdo do solo e
descarga de P em corpos d’4dgua (LEITE et al, 2016; CHOWDHURY et al., 2017,
BINDRABAN; DIMKPA; PANDEY, 2020). Em SSP sé&o observados maiores teores de P na
serapilheira sob as linhas de leguminosas e na camada 0-10 cm por ser diretamente influenciada
pelos incrementos dos residuos organicos (SILVA et al., 2013).

As plantas possuem mecanismos especificos para mobilizar diferentes formas de P do

solo para utilizacdo e regulacdo da sua absorcdo, como associagdo micorrizica, exsudatos
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radiculares de baixo peso molecular como &cidos orgénicos, fosfatases, prétons e outros
metabdlitos que aumentam a quantidade de P labeis de fontes insolGveis ou pouco solaveis,
como fosfatos de Fe e Al e rochas fosfaticas (FAN et al., 2018), sendo estes mecanismos
altamente influenciados pela umidade do solo, temperatura, propriedades fisico-quimicas,
disponibilidade de nutrientes e pH do solo (SHEN et al., 2011).

Em adicdo, diversos micro-organismos do solo também sdo responsaveis pela
disponibilizacdo de P para as plantas pela solubilizacdo e mineralizacdo de P, por meio da

producdo de enzimas e acidos organicos (KOBAE, 2019).

2.4 Comunidade microbiana do solo

A comunidade microbiana do solo tem um importante papel na formacdo da estrutura
do solo, decomposicdo da matéria organica, ciclos biogeoquimicos e degradacdo de compostos
toxicos (LUDWIG et al., 2015), sendo amplamente reconhecida a importancia da diversidade
e composicdo microbiana na conducdo de funcbes ecoldgicas (WAGG et al., 2014; 2019;
TARDY etal., 2015; XUE etal., 2018; LIU et al., 2019a; MATEI; MATEI; MOCANU, 2020).

A diversidade da comunidade microbiana é afetada pela cobertura vegetal, de modo que
0 componente arbéreo tem uma relevante funcdo na estruturacdo desta comunidade
(WINAGRASKI et al., 2019). Por exemplo, a heterogeneidade do SSP promove aumento no
tamanho e na diversidade das comunidades microbianas e sua fertilidade biolégica (MARTINS
et al., 2016). Barros et al. (2018) encontraram diferencas nas estruturas e diversidade de
bactérias totais, diazotroficas e oxidantes de amoénia entre amostras de braquidria em
monocultivo e em integracdo com leguminosas, de modo que introducéo de leguminosa do SSP
promoveu um ambiente mais favoravel para o crescimento microbiano e melhoria na qualidade
bioldgica do solo. Cubillos et al. (2016) relataram que o SSP favorece a formacdo de ilhas de
comunidades microbianas que podem favorecer a restauracdo de processos ecossistémicos e
remediar solos que estavam sob manejo tradicional de pastagem.

Uma maior diversidade microbiana também facilita o estabelecimento de associacéo
mutualistica com as raizes, como por exemplo, a micorrizagdo. Os fungos micorrizicos sao uma
das comunidades microbianas predominantes no solo e podem estabelecer simbiose com até
80% das plantas terrestres (KEYMER; GUTJAHR, 2018). O sucesso da micorrizacdo é
favorecido pela presenca de multiplos micossimbiontes capazes de garantir uma elevada
estabilidade na simbiose (BEVER, 2015), de maneira que esta baixa especificidade simbiotica

possibilita uma Unica planta hospedeira ser colonizada por varios fungos micorrizicos
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simultaneamente, e cada um desses micossimbiontes pode potencialmente interagir com varios
macrossimbiontes, formando uma ampla rede micorrizica de comunicacdo entre plantas
(WYATT etal., 2014; GEOFFROY et al., 2017).

As redes de hifas micorrizicas podem ter metros de comprimento, destacando-se por
aumentar a extensdo radicular e area superficial para transporte e absorcéo de agua, liberacéo e
despolimerizacdo de enzimas, tolerancia das plantas a estresses abioticos e estrutura¢do do solo
(CHI; WU, 2017; KUZYAKOV; RAZAVI, 2019; WHITESIDE et al., 2019). Estas redes
podem moldar as comunidades vegetais por meio do fluxo de nutrientes, onde as plantas
fornecem C e recebem P e N em troca (HESTRIN et al., 2019; TEDERSOO; BAHRAM;
ZOBEL, 2020). Assim, quando ocorre uma variagdo espacial de nutrientes no solo,
principalmente fdésforo, os fungos micorrizicos sdo capazes de restaurar o equilibrio,
compensando a troca de P em diferentes locais da rede de hifas. Isto favorece a redistribuicao
do elemento dentro das hifas antes de serem disponibilizados para as plantas (FELLBAUM et
al., 2014). E quando os fungos estdo expostos a ambientes com distribuicdo uniforme de
fosforo, eles acumulam o nutriente nas suas hifas para posterior redistribuicdo (WHITESIDE
etal., 2019).

Os fungos micorrizicos ainda podem liberar fosfatase pelas paredes das hifas e
promover a mineralizacdo de P organico ou hidrolisar fitatos e aumentar disponibilidade de P
(BURNS et al., 2013). Além disso, estimulam o crescimento de bactérias produtoras de fitase
pela excrecdo de acgucares e carboxilatos, o que pode aumentar a absorcdo de fosforo pelas
plantas (WANG et al., 2017), tornando maiores as concentragdes e estoque de P em SSP quando
comparados com floresta e pastagem em monocultivo (GROPPO et al., 2015).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) liberam um tipo especial de glicoproteina
no solo chamada de glomalina, através de seu micélio extrarradicular e esporos (HE et al.,
2020). Esta glicoproteina é um agente aglutinante de particulas do solo, hidrofobico e resistente
ao calor. Tem uma importante funcdo na estruturacdo do solo, através da cimentacdo e
estabilidade dos agregados do solo (CHI; WU, 2017; JI; TAN; CHEN, 2019) e no estoque de
carbono por armazenar C altamente recalcitrante (ZOU; SRIVASTAVA; WU, 2016).

A glomalina é dividida em glomalina facilmente extraivel (GFE), que é a recentemente
produzida e relativamente mais labil, e glomalina total (GT), que corresponde a soma da
glomalina facilmente extraivel e dificilmente extraivel, e assim, leva em consideracao a parte
mais recalcitrante e dificil de extrair (WU et al., 2014). Geralmente contém 36 a59% de C, 3 a
5% de N, 2 a 5% de Fe e 0,03 a 0,1% de P, representa em torno de 3% do carbono do solo e

contribui no estoque de C neste ambiente (HE et al., 2020; VLCEK; POHANKA, 2020).
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O estoque de C no solo é altamente influenciado pela atuagdo das comunidades
microbianas através da decomposicdo e humificacdo da matéria organica (BUNEMANN et al.,
2018). Por isso, a incorporacdo de matéria organica e estoque de C € um assunto bastante
estudado em SSP (AMEZQUITA et al., 2004; ANDRADE; BROOK; IBRAHIM, 2008;
MOSQUERA et al., 2012; McGRODDY et al., 2015; GROPPO et al., 2015; LE NOE;
BILLEN; GARNIER, 2017; SCHETTINI et al., 2018; CARDENAS et al., 2019; LOPEZ-
SANTIAGO et al., 2019; LIRA JUNIOR et al., 2020a; SARTO et al., 2020). No entanto, o
estudo de como o estoque de C pode ser influenciado por bactérias autotroficas fixadoras de
dioxido de carbono (CO.) em SSP é aparentemente inexistente na literatura.

As bactérias autotroficas sdo capazes de converter CO2 em biomassa, sendo o ciclo de
Calvin a via predominante de fixagdo de CO. (LIU et al., 2016). Esta fixacdo tem um papel
extremamente relevante no ciclo de C e pode contrabalancar a concentracdo de CO2 atmosférico
e mitigar o efeito estufa global (LU et al., 2019), por meio do dreno liquido de até 5 Pg ano™
de C em solos agricolas (YUAN et al., 2012).

As bactérias autotréficas sdo amplamente distribuidas em solos agricolas e mudancas
nos atributos fisico, quimico ou biolégico do solo afetam sua atividade e taxa de sequestro de
C (GE et al., 2016). Yuan et al. (2012) constataram que manejos mais sustentaveis estimulam
0 crescimento de bactérias autotroficas e aumentam a concentracdo de C no solo. Ge et al.
(2016) observaram que o aumento na comunidade de bactérias fixadoras de CO2 em éareas de
plantio direto é decorrente da melhoria na manutencdo da matéria organica do solo em relacéo
ao plantio convencional. Lynn et al. (2017) relatam que a abundancia de bactérias autotroficas
tem forte correlagio com o *C da biomassa microbiana e *C-COS, tendo um papel
fundamental no sequestro de C em solos de floresta, pastagem e terras Umidas naturais.

Diante disto, alteracdes nas comunidades microbianas do solo podem impactar 0s
processos bioguimicos e, consequentemente, interferir a fertilidade do solo e o crescimento das
plantas. Com isso, conhecer os fatores que influenciam os micro-organismos do solo, tais como
atividade enzimatica, perfil fisiologico e molecular, € fundamental para entender a
funcionalidade do solo em resposta ao sistema de uso da terra (PEREZ-BRANDAN et al., 2014)
e manejar o ecossistema de forma sustentavel (YANG; YANG; YU, 2018).

2.5 Atividade enzimatica do solo

Todos os solos possuem enzimas que podem ser intracelulares e extracelulares, e sdo

sintetizadas por micro-organismos, plantas e animais, para degradar moléculas orgéanicas
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complexas em moléculas simples absorviveis (ALMEIDA et al., 2015; GIANFREDA, 2015;
ADETUNJI et al., 2017).

A ligacdo das enzimas com o substrato alvo é do tipo chave-fechadura, ou seja, um
substrato especifico somente é degradado por uma enzima especifica. Por isso, uma
determinada enzima sozinha n&o pode refletir o estado nutricional total do solo (NANNIPIERI
etal., 2012).

A atividade enzimatica do solo é considerada uma das melhores ferramentas para se
verificar a estabilidade ecoldgica, pois sua sensibilidade de resposta perante mudancas no
sistema solo-planta é imediata, acontecendo muito antes que outras altera¢Ges nos indicadores
de qualidade do solo sejam detectadas (LV et al., 2014; CAVALCANTE et al., 2020). Assim
as atividades enzimaticas sdo imprescindiveis para determinar o potencial metabdlico, a
fertilidade e a qualidade do solo, além de serem Uteis nas avaliages da comunidade microbiana
do solo (BLONSKA; LASOTA; ZWYDAK, 2017, VEERARAGAVAN; DURAISAMY;
MANI, 2018).

A atividade enzimatica tem uma variacdo espaco-temporal com o tipo de solo e
vegetacdo, sendo essas alteracfes mais expressas com a mudanga no manejo, mineralogia do
solo e presenca de plantas invasoras (MEDEIROS et al., 2015; MERINO; GODOY; MATUS,
2016; VEERARAGAVAN; DURAISAMY; MANI, 2018; DE BARROS, et al., 2019; SILVA
etal., 2019). Fatores como umidade, temperatura, potencial redox, pH e estacdo do ano também
influenciam na atividade das enzimas no solo (BLONSKA; LASOTA; GRUBA, 2016). Além
disso, compostos liberados pelas plantas, como polissacarideos, compostos aromaticos e
ésteres, em associacdo com restos vegetais e exsudatos radiculares, servem como fontes de
substratos para a degradacdo enzimatica, assim como no fornecimento de energia e elementos
necessarios para a sintese de novas enzimas (HERNANDEZ; HOBBIE, 2010).

Para uma ampla compreensdo dos ciclos biogeoquimicos do solo, diversas enzimas
devem ser avaliadas. Algumas delas apenas auxiliam a decomposi¢do da matéria organica,
como a hidrolase e B-glicosidase (KARACA et al., 2010), enquanto outras estdo envolvidas na
mineralizacdo de nutrientes, como fosfatases, urease e arilsulfatase (MEDEIROS et al., 2017).

As fosfatases sdo enzimas que catalisam a quebra de ésteres e anidridos de acido
fosforico, disponibilizando fosfato. Plantas e micro-organismos séo as principais fontes das
fosfatases no solo e sua secrecdo € intensificada quando os solos apresentam alguma limitagéo
de P (VAN AARLE; PLASSARD, 2010; BURNS et al., 2013; BALOTA et al., 2014). Do

mesmo modo, quando o nivel de P aumenta na solucdo do solo, a atividade das fosfatases
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diminui (YADA et al., 2015). Desta forma, as fosfatases tém um papel essencial na
mineralizac&o de P organico (ADAMCZYK et al., 2014; DENG et al., 2019).

A fosfatase alcalina é produzida exclusivamente por micro-organismos, enquanto a
fosfatase acida é produzida por plantas e micro-organismos (CARDOSO et al., 2013). As
atividades de ambas fosfatases sdo classificadas por sua faixa 6tima de pH, ou seja, em solos
acidos é encontrada principalmente fosfatase acida, e em solos alcalinos, a fosfatase alcalina
(ADETUNJI et al., 2017).

Alguns autores relatam que as leguminosas liberam mais fosfatase do que outros tipos
de plantas, pela FBN requerer muito fosforo para ser realizada (LIU et al., 2004; MAKOI,
NDAKIDEMI, 2008; MAKOI; CHIMPHANGO; DAKORA, 2010; MASEKO; DAKORA,
2013). Além disso, o0 aumento na atividade de fosfatases acida e alcalina nas areas de SSP com
leguminosas € decorrente da melhoria nas comunidades microbianas (SOUSA et al., 2020).

Sarto et al. (2020) relatam que a introdugdo de arvores no SSP aumenta a atividade da
fosfatase acida e promove condi¢bes mais satisfatérias para o crescimento microbiano e
aumento na demanda de P. Enquanto que Chen et al. (2019b) observaram que a deposicao de
excretas animais pode contribuir na diminuicao da atividade da fosfatase alcalina por aumentar
a concentracdo de P total no solo e disponibilidade de P para as plantas.

As atividades das fosfatases acida e alcalina tém sido correlacionadas significativamente
com o potencial redox do solo (GU et al., 2019), e s@o dependentes do manejo do solo, tipo e
quantidade de serapilheira na superficie do solo (TIAN et al., 2016; WYSZKOWSKA et al.,
2019). O aumento no teor de N no solo promovido pelo SSP também favorece o aumento na
atividade da fosfatase acida quando comparado com pastagem sob cultivo convencional
(ZANDONA,; COLOZZI FILHO; PONTES, 2019).

Ja a urease é uma enzima que catalisa a hidrélise de ureia em amonia e didxido de
carbono (ALIZADEH et al., 2017). E uma enzima intra e extracelular sintetizada por micro-
organismos e algumas espécies vegetais (GAO et al., 2019), amplamente distribuida no solo e
com papel crucial no ciclo do N (CORDERO; SNELL; BARDGETT, 2019). A urease ¢ liberada
para o solo em condigdes de limitagdo de nitrogénio ou apos lise celular, podendo ser adsorvida
e estabilizada por coloides do solo, permanecendo funcionalmente ativa (KAPPAUN et al.,
2018) ou ser inativada por acidos humicos (LIU et al., 2019b).

A atividade da urease no solo pode ser afetada por matéria organica, pH, temperatura,
umidade e fertilizagdo quimica (FISHER; YARWOOD; JAMES, 2017; CUCCURULLO et al.,
2020). Em condigdes de acidez elevada, alguns géneros de bactérias sdo capazes de ativar a

producdo da urease para criar um ambiente com pH compativel com sua sobrevivéncia
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(KAPPAUN et al., 2018). A introducdo de leguminosas em sistemas de cultivo (QIAN et al.;
2015; SEKARAN et al., 2020), permanéncia de residuos vegetais no solo (CANTARELLA et
al., 2018; MALOBANE et al., 2020) e altas temperaturas também podem aumentar a atividade
da urease. Por outro lado, embora a umidade do solo abaixo de 20% reduza a atividade da urease
(ADETUNUJI et al., 2017), teores de &gua acima de 20% praticamente ndo influenciam a
hidrélise da ureia (CANTARELLA et al., 2018).

A arilsulfatase é uma enzima extracelular de origem microbiana ou vegetal, responsavel
pela mineralizacdo do enxofre (S) no solo através da hidrdlise de ésteres de sulfato em ions
sulfato (ACOSTA-MARTINEZ; PEREZ-GUZMAN; JOHNSON, 2019). E uma enzima
amplamente distribuida nos solos, com elevada estabilidade ao processo de secagem do solo,
além de sofrer pouca influéncia pela fertilizacdo quimica, e por isso é recomendada como uma
das enzimas que melhor indica a qualidade do solo (LOPES et al., 2015; MENDES et al., 2019).
No entanto, Mori et al. (2020) relatam que a adi¢cdo de nitrogénio ao solo suprime mais a
atividade da arilsulfatase do que de enzimas ligadas ao ciclo do C e N, mesmas observacoes
feitas por Wang et al. (2019) sobre a adicdo de fosforo ao solo.

A heterogeneidade e maior aporte de residuos vegetais em SSPs de climas tropical
umido, tropical médio e subtropical tém promovido aumento na atividade da arilsulfatase em
relagdo ao cultivo convencional de pastagem (DAMIAN et al., 2021). Apesar disto, dentre as
enzimas envolvidas nos ciclos biogeoquimicos do C, N, P e S, a atividade da arilsulfatase é a
menos estudada (CHEN et al., 2019a), indicando uma necessidade de compreender melhor a
atuacdo e importancia desta enzima no SSP, assim como, a influéncia deste sistema sobre as

comunidades microbianas do solo.

2.6 Efeitos da cobertura vegetal e sazonalidade climética na diversidade e tamanho de

comunidade microbiana

Conhecer a influéncia da cobertura vegetal sobre a diversidade da comunidade
microbiana do solo é um assunto que vem sendo estudado nos ultimos anos, pois o papel da
diversidade microbiana ainda é uma questdo critica e debativel, embora seja amplamente
reconhecida a importancia dos micro-organismos na fertilidade e qualidade do solo (MARON
etal., 2018).

Mudangas na cobertura vegetal e alterages na qualidade e quantidade de serapilheira e
exsudatos radiculares contribuem para mudangas na composi¢do da comunidade microbiana do
solo (BARDGETT; MOMMER; DE VRIES, 2014). Barros et al. (2018) relatam que a
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introducéo de leguminosas em &reas de pastagens altera a estrutura da comunidade de bactérias
totais e oxidantes de amdnia, pelo aumento de suas abundancias. Resultados semelhantes foram
encontrados por Gao et al. (2019), ao observarem que a abundéncia e diversidade bacteriana
foram maiores em sistemas agroflorestais do que em areas com monocultivo.

Barros et al. (2021) estudando as comunidades de bactérias diazotroficas e amonio-
oxidantes em um SSP com leguminosas, constataram que a abundancia destes grupos
microbianos foi maior no SSP em relacéo a braquiaria em monocultivo. Portilho et al. (2018)
verificaram que sistemas de cultivo agricola integrado com pastagem aumentaram as
abundancias de genes ligados ao ciclo do N em relagdo a pastagem sob cultivo convencional.
Zhang et al. (2021) relatam que a presenca de cobertura vegetal no solo, em comparagdo com
o0 solo desnudo, pode ter efeito positivo, nulo ou negativo sobre a abundancia de genes ligados
a ciclagem de nutrientes do solo, pois a vegetacdo também pode promover efeito deletério sobre
algumas comunidades microbianas.

As comunidades microbianas do solo ndo séo definidas apenas pela cobertura vegetal.
A heterogeneidade natural do solo, tais como mudancas no pH, umidade, condutividade elétrica
e disponibilidade de nutrientes (QU et al., 2016; DING et al., 2020) também promove alteracdes
nas comunidades microbianas, mesmo em microescala (FIERER, 2017). Barros et al. (2018) e
(2021) relatam que a variagdo do pH e umidade do solo, respectivamente, influenciaram na
abundancia de bactérias oxidantes de amdnia entre solos sob SSP com leguminosas e braquiaria
solteira. Kuramae et al. (2012) relatam que caracteristicas fisico-quimicas do solo, como pH, P
e relacdo C/N influenciam mais na abundancia e diversidade microbiana do solo do que os seis
mais importantes tipos de usos da terra na Holanda. Kaiser et al. (2016) avaliando 300 amostras
de solos de diferentes usos da terra (floresta e pastagem), concluiram que o pH é o melhor
preditor da abundéancia, diversidade, estrutura e funcionalidade da comunidade bacteriana do
solo.

Por outro lado, as comunidades microbianas também sdo determinadas pela
sazonalidade climética. Ciclos de umedecimento e secagem do solo modificam o fluxo de
nutrientes e 0s processos microbiolégicos do solo, alterando a composicdo e estrutura da
comunidade microbiana (ZHOU et al.,, 2016). Hammer et al. (2019) encontraram que a
abundancia de arqueias oxidantes de amdnia permaneceu constante e sua diversidade aumentou
apos o ciclo de secagem e umedecimento, enquanto que a abundancia do gene nirS
(desnitrificadores) foi reduzida irreversivelmente ap6s a seca. Enquanto que Pereira et al.

(2018) relatam que a estacdo seca favorece 0 aumento da abundéncia e colonizagdo de fungos
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micorrizicos arbusculares devido ao aumento na atividade metabdlica das plantas em floresta
atlantica.

Em adicéo, o efeito da chuva, a composicao vegetal e clima local também podem definir
a comunidade microbiana do solo. Zhou et al. (2016) encontraram diminui¢do na abundéncia
de arqueias, bactérias totais e oxidantes de aménia nos ciclos de secagem, com retorno das
abundancias para os niveis originais apds os ciclos de umedecimento nas amostras de florestas
de clima mais seco, e nenhuma alteracéo significativa para floresta mais imida. Bononi et al.
(2018) ao observarem o aumento na diversidade bacteriana de solo de floresta atlantica e
diminuicdo no bioma caatinga apo6s trés ciclos de umedecimento e secagem, concluiram que a
maior diversidade filogenética da floresta contribuiu para menor perda funcional de

comunidades bacterianas.

2.7 gPCR no estudo das comunidades microbianas do solo

O surgimento da reacdo de cadeia polimerase em tempo real (QPCR) mudou
drasticamente o campo de medicdo dos niveis de expressdo génica, pois esta técnica combina a
amplificacdo, deteccdo e coleta dos dados em uma Unica etapa e € medida sincronicamente com
o decorrer da PCR (BOULTER et al. 2016). Este método vem sendo extensivamente usado para
quantificar o nimero de genes alvo ou funcional por grama de amostra produzido em cada ciclo
de PCR (VORISKOVA et al., 2017). Por ser uma técnica rapida, sensivel e de facil
reprodutibilidade, fornece resultados com alta especificidade, precisdo e confiabilidade na
deteccdo e quantificacdo de sequéncias genéticas (FUENTES et al., 2016), permitindo avaliar
a abundancia de uma populagdo microbiana (BRESSAN et al., 2015).

O gene alvo em estudos da abundancia de fungos é o 18S rRNA, pois este € um dos
mais conservados e abundantes genes em todas as células eucaridticas e codifica 0 RNA
ribossomal (PANEK et al., 2013), que juntamente com as subunidades ribossomais 28S e 5.8S
RNA, constituem cerca de 85-90% do RNA total das células (REBOUCAS et al., 2013). Beule
et al. (2019) avaliando a comunidade fangica em SSP constataram que o componente arbéreo
promove aumento da abundancia do gene 18S rRNA nas linhas das arvores devido a presenca
de substancias mais recalcitrantes na serapilheira das arvores. E Kuramae et al. (2012)
estudando solos sob coberturas vegetais distintas na Holanda, relataram maior abundancia de
fungos em solos sob floresta decidua quando comparado aos solos sob pastagem.

Por outro lado, o gene phoD ¢é usado para avaliar a abundancia do nimero de cdpias

para fosfatase alcalina, logo a verificacdo da contribuicdo da comunidade microbiana para a



40

disponibilidade de P (FRASER et al., 2017). Por exemplo, Liu et al. (2018) identificaram que
uma maior abundéncia de phoD em diferentes usos da terra promoveu maior atividade da
fosfatase alcalina e mineralizacdo P quando comparada com as atividades da fosfatase acida e
fitase. Chen et al. (2019b) perceberam que o aumento da acidez do solo provocada pela adi¢édo
de N mineral diminuiu significativamente a abundancia de gene phoD, mas esta abundancia foi
melhorada com a aplicagdo de esterco. E 0 manejo orgénico com aplicacdo de esterco em
pastagem duplicou a abundéncia de phoD em relacdo ao manejo convencional (FRASER et al.,
2015).

J& o0 gene cbbl é utilizado por ser um marcador funcional de bactérias autotroficas e
codifica grandes subunidades de RuBisCO 1 (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase),
gue € uma enzima que catalisa a primeira etapa do ciclo de Calvin e promove a fixacdo do CO>
na matéria organica (LU et al., 2019). Lynn et al. (2017) relatam que a maior abundancia do
gene chbl em solos de pastagem esta relacionada com a maior presenca de C da biomassa, C
organico total do solo e argila do que em solos de floresta.

Sendo assim, a avaliagdo de atributos microbioldgicos, atividade enzimatica e
abundancia de comunidades microbianas em solos de SSP com leguminosas e a correlacao
destes dados com os atributos quimicos do solo permitird uma melhor compreensdo do efeito
deste sistema sobre o ciclo do fésforo, a microbiota e qualidade do solo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A area de estudo fica na Estacdo Experimental do Instituto Agronémico de Pernambuco
(IPA), no municipio de Itambé, microrregido da Zona da Mata Norte de Pernambuco (07° 25’
S, 35° 06 W, 190 m de altitude). Tem clima tropical timido do tipo AS’ segundo classificacdo
de Kdppen, temperatura média anual de 24 °C e precipitacdo média anual de 1200 mm ano™
com distribuigdo irregular de chuvas, com maior abrangéncia nos meses de abril a julho (CPRH,
2003).

O solo predominante na area é o Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico umbrico, com
horizonte A proeminente, textura média/argilosa, relevo suave ondulado (JACOMINE et al.,
1973; EMBRAPA, 2006).
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O sistema silvipastoril foi implantado em 2011 em uma area experimental de 9 ha,
divididos em parcelas de 1 ha com braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf.) j& existentes no
local, consércio da braquiaria com gliricidia (Gliricidia sepium (Jacq.) Steud.) e consorcio com
sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth) (Figura 1), com trés repeticdes.

O plantio das leguminosas foi realizado em 14 fileiras duplas, no espagamento de 15 x
1 x 0,5 m, com braquiéria nas faixas entre as fileiras duplas de leguminosas. Aproximadamente
100 dias pds plantio das leguminosas, foi efetuada uma adubagao fosfatada com 500 kg ha* de
P20s.
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo e imagem da parcela experimental do sistema pastagem com
leguminosas

Cada parcela possui bebedouro e cocho para fornecimento de sal mineral e durante o
periodo de avaliacdo, a area foi pastoreada por bovinos mesticos (Holstein-Friesland-Zebu),
com densidade de pastejo varidvel de acordo com os objetivos dos experimentos com animais
realizados na area (DOS SANTOS et al., 2020).

3.2 Amostragem e caracterizacgao do solo

A coleta de solo foi realizada por Barros (2018) na estacdo seca (novembro de 2015) e
na chuvosa (junho de 2016), onde o acumulado de chuvas em cada més foi 3,5 mm e 52,5 mm,
respectivamente (BARROS et al., 2021). As parcelas com leguminosas foram divididas em trés

transectos no sentido do maior comprimento, ao longo do qual foram marcados pontos dentro
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das fileiras duplas (0 m), a quatro metros de distancia da fila dupla (4 m) e no centro da
braquiéria entre as filas duplas (8 m) (Figura 2) para obtengdo de amostras compostas na
camada 0 - 20 cm. Na parcela com monocultivo de braquiaria foram coletadas trés amostras
simples aleatoriamente para formacao das amostras compostas na mesma profundidade de 0 —
20 cm.

| 1lm | 15m | nL‘

14 filas duplas

Figura 2. Representacdo da parcela experimental e pontos de coleta de solo em sistema silvipastoril na
Zona da Mata de Pernambuco

As ferramentas usadas na coleta foram lavadas entre cada ponto. As amostras foram
identificadas e acondicionadas em sacos plasticos estéreis, sendo uma parte das amostras
mantidas sob refrigeracdo, e posteriormente congeladas a -20 °C.

As amostras ndo refrigeradas foram secas ao ar, homogeneizadas e tamisadas em peneira

de malha de 2 mm para caracterizacdo quimica realizada por Barros (2018) (Tabela 1).



Tabela 1. Atributos quimicos dos solos ha camada 0-20 cm sob sistema silvipastoril na estacdo seca e chuvosa (BARROS, 2018)
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Tratamentos/ pH  CO P N-NHs" N-NOz Ca*> Mg*? K'* Na* AI"® H+Al SB T t \Y m
distancias H.O gkg? mg kg cmolc kgt %
Estacdo seca
B 541 39,90 14,76 5,45 37,35 358 0,71 0,28 005 022 498 461 960 483 4793 475
G+BOm 523 4352 14,18 14,01 20,23 533 082 035 006 027 570 6,57 12,27 6,83 52,99 3,99
G+B4m 483 4290 11,49 2257 2335 349 069 0,22 006 037 6,22 445 10,67 482 4162 8,18
G+B8m 549 43,83 18,57 10,89 26,46 425 100 043 0,06 0,30 513 573 10,87 6,03 5154 6,27
S+tBOm 498 44,87 10,67 22,50 32,68 387 088 035 0,06 0,27 5,32 514 10,46 5,41 49,40 5,44
S+tB4m 489 49,74 12,49 8,56 17,12 352 066 0,22 0,06 043 703 446 1149 489 38,69 9,07
S+B8m 508 40,21 16,18 7,00 1868 4,23 055 0,19 0,04 0,27 5,85 501 10,86 5,28 46,15 5,14
Estacédo chuvosa

B 574 2991 1335 5,84 3891 284 055 032 004 020 558 3,75 934 395 40,06 5,18
G+BOm 542 30,01 10,23 5,84 2335 343 050 023 006 047 648 422 10,70 4,69 39,64 10,13
G+B4m 566 31,15 1515 3,50 2490 4,11 057 0,30 0,07 0,20 575 505 10,80 5,25 46,57 3,99
G+B8m 556 30,94 1291 3,50 233 323 063 0,29 0,05 0,22 550 420 9,70 4,42 43,26 5,17
S+tBOm 526 3157 1284 5,84 2490 290 068 0,13 0,04 0,50 6,87 3,75 10,62 4,25 3540 11,89
S+tB4m 529 31,36 12,57 5,06 26,46 3,05 050 0,06 003 0,58 6,82 3,63 10,45 4,21 3498 13,86
S+B8m 543 29,70 10,08 1,95 2335 3,10 057 0,09 004 053 6,77 3,80 1057 4,33 36,01 12,30

Médias n = 3. Distancias 0, 4 e 8 metros em Gliricidia+Braquiaria e Sabia+Braquiaria. CO: Carbono organico; SB: Soma de bases
efetiva; V: Saturacdo por bases; m: Saturacao por aluminio

; T: CTC potencial; t: CTC
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3.3 Fésforo da biomassa microbiana

A estimativa do P na biomassa microbiana (P-mic) foi obtida pelo método da irradiagéo-
extracdo conforme descrito por Mendonga e Matos (2017), adaptado de Islam e Weil (1998).
Foram pesadas amostras de solo (previamente tamisadas em peneira de malha de 2 mm e
refrigeradas) parte para irradiar e para ndo irradiar. Apds irradiacdo, transferiu-se as amostras
para tubos Falcon e adicionou-se a solucdo extratora de bicarbonato de sédio (NaHCO3) a 0,5
mol L, mantendo-se sob agitacdo horizontal por 1 hora. Em seguida foram centrifugados por
10 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante foi filtrado em papel filtro quantitativo lento. Foram
pipetados 5 mL do extrato filtrado, de ambas as amostras, corrigindo-se o pH do extrato com
solugdo de HCI 0,5 mol L* para 8,5. Adicionou-se 5,5 mL de H20O deionizada e 2 mL de
reagente de trabalho, e apds 40 minutos procedeu-se a leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro a 882 nm de comprimento de onda. Foi utilizada a curva padréo de P para
determinacédo da concentracdo de P nas amostras.

Em paralelo foi realizado o ensaio do P-recuperado (P-Spike) necessario aos calculos
de P-BMS, onde foi adicionado 1 mL de solucdo padrdo de fosforo 25 mg L e 30 mL da
solugdo de NaHCO3 0,5 mol L a 5 g de solo, e submetidas a agitacdo horizontal por 60
minutos, seguida de centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. Procedeu-se a correcdo do pH e
a leitura de 5 mL de extrato como descrito acima. A determinacdo da umidade das amostras foi
feita a partir de 10 g de solo pesado em placas de Petri e seco em estufa a 105 °C por 24 horas.

Os teores de P presente na biomassa microbiana foram calculados a partir das equacoes

abaixo:

Piiqg = P — Py
Onde:
Piig = P liquido
Pi = teor de P na amostra irradiada

Pni = teor de P na amostra ndo irradiada

Py 100
Kp x %Prec

Ppic (mg kg_l) =

Onde:
Kp = 0,40 (fator de correcéo referente a fracdo de P extraido pelo NaHCO3)
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%Prec = percentual de P recuperado apds agitagdo do solo com 1 mL de solugdo 25 mg L de
P.

3.4 Quantificacédo de glomalina

A extracdo e quantificacdo da glomalina presente na terra fina seca ao ar (TFSA) foi
obtida de acordo com método descrito por Wrigth e Upadhyaya (1996) e Wrigth e Upadhyaya
(1998), utilizando o método de Bradford. A GFE foi obtida a partir de 1 g de TFSA em 8 mL
de tampao citrato de sédio [20 mM (pH 7,0)], com digestdo Unica em autoclave a 121 °C por
30 min. A solugdo foi centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante armazenado
para quantificacdo da proteina. A determinacdo foi realizada por colorimetria usando como
padréo o soro albumina bovina (BSA), e foram obtidos os teores em pg glomalina g solo. Ja
a fracdo GT foi obtida por meio de 10 digestdes consecutivas, utilizando o tampdo citrato de
sodio [50 mM (pH 8,0)], com a primeira digestdo em autoclave a 121 °C por 90 minutos e as
demais por 60 minutos, seguidas de centrifugacdo como descrito acima, ap6s cada
autoclavagem. A determinacdo também foi realizada por ensaio colorimétrico de Bradford
(BRADFORD, 1976) com BSA. As concentracdes de ambas as glomalinas foram corrigidas
considerando o volume total do sobrenadante.

O carbono da glomalina (C-glomalina) foi calculado baseado na premissa que a
glomalina possui 32% de carbono orgéanico (LOVELOCK et al., 2004).

3.5 Atividades enzimaticas do solo

As atividades enzimaticas absolutas foram realizadas no Laboratorio de Enzimologia e
Microbiologia Ambiental (LEMA) da Universidade Federal do Agreste de Pernambuco —
UFAPE.

As atividades enzimaticas especificas do solo foram calculadas atraves da divisdo da
atividade enzimatica absoluta de cada enzimas pelo COS (ACOSTA-MARTINEZ et al., 2003;
TRASAR-CEPEDA; LEIROS; GIL-SOTRES, 2008).
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3.5.1 Quantificacdo da fosfatase acida e alcalina

A atividade das fosfatases acidas (FAC) e alcalinas (FAL) (EC 3.1.3) foi efetuada
segundo método preconizado por Eivazi e Tabatabai (1977). As amostras de solo (tamisado em
peneira de malha de 2 mm e refrigerados) foram pesadas e incubados com tolueno, tampéo
universal modificado (MUB) (pH 6,5 para FAC e pH 11 para FAL) e solugao de p-nitrofenil
fosfato de sodio (0,025 M), a 37° C por 1 h. Em seguida, adicionou-se CaCl, (0,5 M) e NaOH
(0,5 M). Por fim, as amostras foram filtradas, e leitura realizada em espectrofotdmetro (Libra
S22, Biochrom, Cambridge, England) a 400 nm para quantificacdo do p-nitrofenol, que é
resultante da hidrolise enzimética de p-nitrofenil fosfato. Foi utilizada a curva padréo de p-
nitrofenol para determinacdo da concentracdo enzimatica nas amostras. Os valores de atividade

foram expressos em pg de p-nitrofenol g* de solo ht.

3.5.2 Quantificacdo da urease

A atividade da urease (EC 3.5.1.5) foi determinada segundo método descrito por
Kandeler e Gerber (1988). Foram pesadas amostras de solo (tamisado em peneira de malha de
2 mm e refrigerado), adicionou-se solugdo 75 mmol L de tamp&o borato (pH 10) e solug&o 80
mmol L de ureia e incubou-se por 2 horas em banho-maria a 37°C. Em seguida, foi adicionada
solucdo de cloreto de potéassio 1 mol L e agitou-se por mais 30 minutos. Centrifugou-se por
10 minutos a 3500 rpm e ao sobrenadante, adicionou-se agua destilada, solucdo de salicilato de
sodio e solugdo 0,1% de &cido dicloroisocianurico. A leitura foi feita em espectrofotdmetro
(Libra S22, Biochrom, Cambridge, England) a 690 nm. Foi utilizada a curva padrdo de N-NH4*
para determinacdo da concentracdo enzimatica nas amostras. Os valores de atividade foram

expressos em ug de N-NH4* gt de solo ht.,

3.5.3 Quantificagdo da arilsulfatase

A atividade da arilsulfatase (EC 3.1.6.1) foi determinada pelo método descrito por
Tabatabai e Bremner (1972). Adicionou-se tolueno e tamp&o acetato 0,5 mol L™ nas amostras
de solo (tamisado em peneira de malha de 2 mm e refrigerados) e incubou-se com p-nitrofenil
sulfato 0,05 M a 37 °C por 1h. A leitura foi feita em espectrofotobmetro (Libra S22, Biochrom,

Cambridge, England) a 410 nm. Foi utilizada a curva padrdo de p-nitrofenol para determinacao
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da concentracdo enzimatica nas amostras. Os valores de atividade foram expressos em g de p-
nitrofenol g* de solo h.

3.6 Extracdo de DNA do solo

A extracdo do DNA metagendmico das amostras de solo foi realizada a partir de 0,4 g,
utilizando o Kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN Laboratories, Carlsbad, CA, USA), conforme as
instrucdes do fabricante. A integridade e pureza do DNA foi verificada em eletroforese em gel
de agarose 1% em tampédo TBE 0,5x (Tris, Borato, EDTA) adicionado ao corante Sybr® Gold
(Invitrogen, Breda, The Netherlands). O gel foi submetido a um campo eletroforético de 100 V
por 30 minutos. A extracdo de DNA de todas as amostras de solo foi realizadas por Barros
(2018).

A quantificagcdo do DNA metagendmico foi realizada para padronizar as concentragoes
dos produtos da extracdo a 0,5 ug DNA mL™. A quantificacdo foi feita por fluorimetria

utilizado-se um fluorimetro Qubit (Thermo Fisher Scientific).

3.7 Quantificacdo dos genes cbbl, 18S rRNA (fungos totais e micorrizicos) e phoD por PCR
em tempo real (QPCR)

A abundancia dos genes de fixacdo de carbono, fungos totais, fungos micorrizicos e
fosfatase alcalina foi quantificada por gPCR, utilizando como genes alvo o cbbl, 18S rRNA
(fungo total e micorriza) e phoD, respectivamente. Os primers e as condi¢Ges das reagdes estéo
descritos na Tabela 2. Um controle negativo foi adicionado em todas as quantificagdes visando
0 monitoramento de contaminacdes

As amplificacbes foram realizadas em duplicatas, visto ja haver trés repeticdes
bioldgicas por tratamento. O volume final de reagdo foi 10 uL, contendo 5 puL do kit GoTaq®
qPCR Master Mix (Promega, USA), 1 puL de cada primers a 10 mM, 2 uL de H20 livre de
nucleases ¢ 1 uL. de DNA, usando o Rotor-Genne 3000 thermocycler (Corbett Life Science,
Australia).

As curvas padrdes foram obtidas utilizando diluicdes seriadas (10° a 10#) de amostras
de DNA metagendmico com concentracdo conhecida. Todas as reacdes de amplificacdo
apresentaram valores de eficiéncia entre 98 e 100%, e os valores de R? das curvas padrao foram

sempre maiores que 0,99.
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Tabela 2. Primers e condig¢des de ciclagem utilizados para amplificar os genes alvo g°PCR

Gene alvo/  Sequéncia (5° - 3) Condicbes para Referéncia

Primer ciclagem
cbbl 95 °C por 30s, 1 ciclo;
K2f ACCAYCAAGCCSAAGCTSGG 95 °C por 10s, 62 °C Yuan et al.
V2r GCCTTCSAGCTTGCCSACCRC por 40s, 72 °C por 30s, (2013)

40 ciclos

(FfSng(;EQKI)E;S 95 °C por 5 min, 1
ITS1f CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA S'Cc'ggfiof oy %gs’ p?)? (Fz'gge;)et al.
5.8S CGCTGCGTTCTTCATCG 305, 40 ciclos
Micorriza 95 °C por 20s, 1 ciclo;
(185 IRNA) 95 °C por 10s, 62 °C  Sato et al
AMV45NF  AAGCTCGTAGTTGAATTTCG or 15s. 72 °C ,or 155, (2005) '
AMDGR CCCAACTATCCCTATTAATCAT 20 cicl c;s P '
phoD 94 °C por 4 min, 1
ALPS-F7305 CAGTGGGACGACCACGAGGT ciclo; 94 °C por 45s,57  Sakurai et
ALPS- GAGGCCGATCGGCATGTCG °C por 30s, 72 °C por 1 al. (2008)
R11015 min, 40 ciclos

3.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através da ANOVA e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 10% de probabilidade por meio do programa estatistico SISVAR 5.6

(FERREIRA, 2014).

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi usado para verificar a relacéo entre atributos
do solo e caracteristicas microbiolégicas. A andlise de componentes principais (ACP) foi
aplicada para verificar a formacdo do agrupamento dos tratamentos e sua associa¢cdo com 0s
atributos do solo e analises microbiolGdgicas, e nestes casos, foi utilizado o programa estatistico
PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). As varidveis com carga maior do que 0.5 foram

consideradas importantes contribuintes para definir cada componente principal.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fosforo da biomassa microbiana

A estimativa média de P-mic no SSP com leguminosas variou de 1,56 a 5,73 mg kg na
estacéo seca e de 4,63 a 8,10 mg kg™ na estacdo chuvosa (Figura 3). Os maiores teores de P-
mic foram observados com sabid, principalmente na linha da leguminosa (0 m). A sombra
promovida pela copa do sabia foi provavelmente responsavel pelo aumento no P-mic, pois
altera o microclima e estabelece um ambiente mais agradavel para a permanéncia dos animais,
promovendo um maior deposito de excretas ao solo. Le Noé, Billen e Garnier (2017) relatam
gue o0 aumento do pastejo abaixo das arvores promove um acumulo de P em areas agroflorestais
maior do que em pastagem devido a exportacdo direta de P por meio de esterco, implicando em
uma transferéncia de P para o agrossistema. Além disso, 0 sombreamento permite a manutencéo
da umidade do solo por mais tempo (LIMA et al., 2020), estimulando a atividade microbiana
no solo (CABRAL et al., 2017; BARROS et al., 2018; LIRA JUNIOR et al., 2020b).
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Figura 3. Teores de P da biomassa microbiana do solo (mg kg™) do sistema silvipastoril estabelecido
com braquiaria (B), consorcios de braquiaria com gliricidia (G) e sabia (S), sob variacdo sazonal. 0, 4 e
8m representa a distancia das linhas de leguminosas. Colunas com letras escuras diferentes diferem entre
si na comparacao das combinagdes entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo teste de Tukey.
Colunas com letras brancas minusculas e maitsculas idénticas nao diferem entre si na comparacéo entre
tratamentos para as estacdes seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10% pelo teste de Tukey
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Os menores teores de P-mic com gliricidia, principalmente nas faixas 0 e 4 m, podem
ser decorrentes da maior palatabilidade da forragem e rapidez na decomposi¢do dos residuos
vegetais por ter uma composicao mais labil (APOLINARIO et al., 2016; DE SA et al., 2017) e
mineralizacdo mais rapida dos nutrientes em relacdo ao sabia (SILVA et al., 2013), que
apresenta uma taxa de decomposicdo mais lenta devido a maior presenca de compostos
fendlicos na sua serapilheira (LIMA et al., 2020).

Apesar de nao avaliado neste trabalho, o efeito direto de exsudacao radicular, qualidade
e quantidade da serapilheira também pode ter influenciado os teores de P-mic. Um maior
acumulo de serapilheira do sabid em relacdo a gliricidia e a braquiaria em monocultivo foi
relatado por Silva et al. (2013), o que também explica 0s maiores teores do P-mic nas areas de
consorcio com sabia, do mesmo modo gue 0 aumento nos niveis de compostos organicos no
solo aumenta a biomassa microbiana do solo (SERAKAN et al., 2020).

Na estacdo chuvosa, o valor médio de P-mic foi 172% maior do que na estacdo seca,
com diferenga mais expressiva nos tratamentos com gliricidia de 0 e 4 m, que aumentaram 297
e 263% da estacdo seca para a chuvosa de respectivamente (Figura 3). Este aumento pode ser
explicado pelo maior contetdo de agua no solo que favorece a atividade microbiana.
Geralmente, o metabolismo microbiano no solo encontra-se mais ativo sob condi¢6es de maior
presenca de agua no solo. Assim, a umidade do solo é um fator que pode interferir fortemente
em mudancas na atividade e composi¢do da comunidade microbiana (YAO et al., 2017), visto
gue os processos metabolicos realizados pelos micro-organismos sao dependentes da umidade
do solo (HALECKI; GASIOREK, 2015).

4.2 Quantificacdo de glomalina

Houve uma variagdo de 1,00 a 1,08 mg g na estacéo seca e de 0,97 a 1,19 mg g* na
estacdo chuvosa nos teores de GFE, ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos
(p > 0,10) (Tabela 3), enquanto GT variou de 1,86 a 2,14 mg g* na estacdo seca e de 2,03 a
2,33 mg g* na estacdo chuvosa também sem diferenca significativa (Tabela 3).
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Tabela 3. Quantificacdo de glomalina facilmente extraivel do solo, glomalina total e carbono da
glomalina (mg g?) do sistema silvipastoril estabelecido com braquiéria (B), consorcios de braquiéria
com gliricidia (G) e sabia (S), sob variacdo sazonal

Glomalina facilmente Glomalina Carbono da
Tratamentos/ extraivel total glomalina
distancia mg g~

Estacdo seca

B 1,034Aa 1,943Aa 0,622Aa
G+B0Om 1,040Aa 2,038Aa 0,652Aa
G+B4m 1,069Aa 1,862Aa 0,596Aa
G+B 8 m 1,021Aa 1,883Aa 0,602Aa
S+tBO0m 0,997Aa 2,038Aa 0,652Aa
StB4m 1,078Aa 2,061Aa 0,660Aa
S+B8m 0,999Aa 2,142Aa 0,686Aa
Estacdo chuvosa
B 0,980Aa 2,250Aa 0,720Aa
G+B0Om 1,106Aa 2,331Aa 0,746Aa
G+B4m 1,086Aa 2,031Aa 0,650Aa
G+B8m 0,967Aa 2,237Aa 0,716Aa
S+tB0Om 1,101Aa 2,233Aa 0,715Aa
S+B4m 1,186Aa 2,237Aa 0,716Aa
S+B8m 1,071Aa 2,196Aa 0,703Aa

Distancias 0, 4 e 8 metros em Gliricidia+Braquiaria e Sabia+Braquiaria. Letra mailscula idéntica ndo
diferem entre si na comparacao das combinagdes entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo
teste de Tukey. Letra minudscula idéntica ndo diferem entre si na comparacao entre tratamentos para as
estacOes seca e chuvosa ao nivel de 10% pelo teste de Tukey.

A presenga de vegetacdo em todos os tratamentos avaliados favoreceu a producdo de
glomalina, independentemente da composi¢do da pastagem.

As concentracOes de GFE e GT estdo proximas daquelas encontradas por Santos et al.
(2020), ao estudarem a influéncia de pastagens e leguminosas como coberturas vegetais do solo.
O incremento no depdsito de serapilheira pelas leguminosas cria um microambiente propicio
para o crescimento microbiano, resultando no aumento de metabdlitos de origem microbiana e
vegetal, dentre eles estdo as glomalinas (SANTOS et al., 2020), indicando uma tendéncia de

enriquecimento do solo com compostos organicos (GISPERT et al., 2018).
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A presenca de esterco também favorece o acimulo de glomalina no solo (BALOTA et
al., 2016), o que explicaria o sutil aumento das concentracdes de glomalina nas parcelas com
leguminosas devido a melhoria no microclima promovido pelas copas das arvores (LIMA et
al., 2020), e consequentemente maior tempo de permanéncia dos animais e presenca de esterco.

O aumento na concentracdo de glomalina total na estacdo chuvosa é decorrente da
influéncia da maior umidade na atividade fungica, e consequentemente, a producdo de
glomalina que esta diretamente ligada a presenca de hifas de fungos micorrizicos (CHI; WU,
2017; GISPERT et al., 2018). Isto seré refletido na qualidade do solo por meio da estabilidade
de agregados, prevencdo de perda de solo e consequentemente de nutrientes e enzimas,
melhorando a estrutura do solo, retengdo de 4gua e saide do ecossistema (SHARIFI et al., 2018;
SARAPATKA; ALVARADO-SOLANO; CIZMAR, 2019).

E interessante observar que 0,67 mg g de C no solo, em média, é oriundo da glomalina
(Tabela 3). Em geral, a glomalina é responsavel pelo suprimento de cerca de 3% do teor de C
no solo (LOVELOCK et al., 2004; SEGUEL et al., 2008) enquanto os resultados do presente
trabalho demonstram que no periodo chuvoso, a glomalina contribuiu com 0,71 mg g de C,
que corresponde a aproximadamente 2% do teor de C total do solo do SSP estudado (BARROS,
2018), indicando que a glomalina pode contribuir no processo de estocagem de C no solo deste
agrossistema (SANTOS et al., 2020; STAUNTON et al., 2020).

O coeficiente de correlacdo linear de Pearson demonstrou uma correlagdo fortemente
negativa (-0,73) entre o COS e a concentracdo de GT e C-glomalina e uma correlacéo
fortemente positiva entre P-mic e GT (0,66) (Figura 4). A correlacdo negativa com o COS deve-
se & concentracdo de glomalina no solo diminuir mais lentamente do que a MOS (STAUNTON
et al., 2020), pois a glomalina é composta por uma grande diversidade de substancias organicas
e inorganicas que confere uma maior estabilidade no processo de degradacdo (WANG et al.,
2015). Além disso, o C da glomalina faz parte de uma fracdo distinta da matéria organica do
solo (STAUNTON et al., 2020), pois apesar da origem primariamente fangica, também pode
ser originario de processos ligados a decomposicdo e mineralizacdo da MOS e/ou ser sintetizada
pela atividade de outros micro-organismos do solo (CISSE et al., 2020), por isso sua origem e
natureza quimica devem ser melhor exploradas (STAUNTON et al., 2020).

Jaa alta correlacdo positiva do P-mic com a glomalina total pode ser explicada pelo fato
dos fungos micorrizicos serem capazes de manter o equilibrio de P nas suas redes de hifas antes
de disponibilizar o nutriente para as plantas (FELLBAUM et al., 2014), demonstrando que o P-

mic poderia ser usado como indicador da presenca de glomalina no solo.
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Figura 4. Correlacéo linear de Pearson entre carbono orgénico do solo (COS), fosforo da biomassa
microbiana (P-mic), glomalina facilmente extraivel (GFE), glomalina total (GT) e carbono da glomalina
(C-glomalina) do solo do SSP. Circulos dentro de caixas indicam efeito significativo (p < 0,05)

4.3 Atividades enzimaéticas absoluta e especifica do solo

4.3.1 Fosfatases acida e alcalina

A atividade absoluta da FAC variou de 32 a 84 ug PNP g solo h! na estagdo seca e de
27 a 58 pg PNP g? solo h na estagdo chuvosa (Figura 5a). Os maiores valores foram
observados na estacdo seca, exceto para ambas leguminosas na faixa 0 m, destacando-se a
atividade na braquiaria pura com aumento de 109% em relagdo a média dos demais tratamentos
(p < 0,10). Ja na estagdo chuvosa, as maiores atividades absolutas da FAC foram encontradas

nas linhas das leguminosas.
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A atividade especifica da FAC por unidade de COS variou entre 0,73 e 2,1 ug g COS
na estacdo seca e entre 0,90 e 1,93 pg g* COS na estacdo chuvosa. Foi encontrada uma
tendéncia de maiores atividades especificas na estacdo chuvosa, exceto para braquiaria em
monocultivo e sabia a uma distancia de 8 m (Figura 5b). Na estacdo seca a atividade especifica
da FAC na braquiaria em monocultivo correspondeu a 230% da atividade média dos demais
tratamentos (p < 0,10), enquanto no periodo chuvoso, a atividade especifica na gliricidia 0 m
equivaleu a 152% das médias dos demais tratamentos (p < 0,10).

As maiores atividades absoluta e especifica da FAC na area de braquiaria solteira na
estacdo seca podem ser decorrentes da melhor distribuicdo de raizes finas da graminea nas
camadas superficiais do solo e incorporacdo de carbono (SARTO et al., 2020). J& no periodo
chuvoso, 0 aumento de ambas as atividades da FAC nas linhas das leguminosas pode ser
decorrente do aumento da biomassa e atividade microbiana no solo, como relatado por Lira
Junior et al. (2020b) em trabalho na mesma area e época do presente estudo, assim como pelo
maior requerimento de P para fixac¢do de N, havendo uma maior liberacdo da FAC (MASEKO;
DAKORA, 2013).

O periodo de chuvas promove aumento no crescimento das plantas, o que resulta em
maior biomassa acima do solo e pode acelerar os processos de decomposicéo e mineralizacao
da matéria orgéanica do solo, favorecendo o aumento na excre¢do de enzimas hidroliticas (CUI
et al., 2020). O maior aporte de serapilheira sob a copa das leguminosas também aumenta a
disponibilidade de nutrientes no solo, promovendo a presenca de “ilhas de fertilidade”
(VALLEJO et al., 2012), aumentando a atividade enzimatica diante das alteracbes na

quantidade e qualidade da serapilheira e no microclima (MUNGAI et al., 2005).
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Figura 5. Atividade enzimética absoluta (a) e especifica (b) por unidade de COS (ug g* COS) da
fosfatase &cida no solo do sistema silvipastoril estabelecido com braquiéria (B), consorcios de braquiaria
com gliricidia (G) e sabia (S), sob variacdo sazonal. 0, 4 e 8m representa a distancia das linhas de
leguminosas. Colunas com letras escuras diferentes diferem entre si na comparacdo das combinacdes
entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo teste de Tukey. Colunas com letras brancas
minusculas e mailsculas idénticas ndo diferem entre si na comparagao entre tratamentos para as estagdes
seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10% pelo teste de Tukey

Houve uma diminuicdo das atividades absoluta e especifica da FAC com o aumento da
distancia em relacdo as leguminosas, exceto para sabiad na estacdo seca (Figura 5 a e b). Isto
provavelmente ocorre devido a menor taxa de infiltracdo de 4gua com o distanciamento das

linhas das leguminosas (LIMA et al., 2018), visto que a associacdo umidade do solo e
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sombreamento nas linhas das leguminosas favorece a atividade da fosfatase acida (MENEZES
et al., 2019). Além disso, a concentracdo e estoque de N no solo deste SSP diminui com o
distanciamento das linhas das leguminosas (LIRA JUNIOR et al., 2020a), explicando a reducéo
da atividade da FAC, visto que as fosfatases sdo ricas em N e sensiveis a mudancas nos teores
de N e P do solo (MARKLEIN; HOULTON, 2012).

A atividade absoluta da FAC correlacionou positivamente com COS (0,10), N-NH4
(0,33) e P disponivel (0,14), ja a atividade especifica da FAC por unidade de COS apresentou
maior correlacdo com pH do solo (0,35) e N-NH4" (0,40) (Figura 6).
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Figura 6. Correlagdo linear de Pearson entre as atividades enzimaticas absoluta e especifica da fosfatase
acida (FAC e FAC/COS) e atributos do solo do SSP. Circulos dentre de caixas indicam efeito
significativo (p < 0,05). COS = carbono orgénico do solo e P-mic = fésforo da biomassa microbiana no

solo
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A baixa correlagdo da FAC com o P disponivel ndo deixa clara a relacdo da atividade
desta enzima com os niveis de P presentes no solo, como enfatizado por Silva et al. (2019). Ao
passo que, a correlagdo de ambas FAC com o N-NH4" pode ser explicada pelo fato das
comunidades microbianas utilizam o C e N para aumentarem a producdo das enzimas
associadas ao metabolismo do P, em situacdo de deficiéncia de P, e consequentemente,
disponibilizar mais P no solo (MARKLEIN; HOULTON, 2012). E a correlacdo positiva com o
pH do solo deve-se ao fato deste estar entre acido a levemente acido em todas as parcelas do
SSP e a atividade desta enzima aumenta com 0 aumento da acidez do solo (SILVA et al., 2019).

Para FAL, foi observado uma variacdo média na sua atividade absoluta de 9,3 a 18,5 g
PNP g solo h! na estagdo seca e de 9,3 a 16,6 g PNP g* solo h! na estagdo chuvosa (Figura
7a). Na estacdo seca, todas as distancias com sabia e a parcela de gliricidia 4 m apresentam
atividades absoluta e especifica da FAL maiores que a braquiaria em monocultivo. Ja na estacdo
chuvosa, todas as parcelas com leguminosas apresentaram maiores atividades absolutas (Figura
7a) e relativas (Figura 7b) da FAL em relacdo a braquiaria pura (p > 0,10).

A atividade especifica da FAL por unidade de COS variou entre 0,22 e 0,42 ug g COS
na estacio seca e entre 0,32 e 0,59 pg g COS na estagdo chuvosa, com maiores atividades
especificas nos sabia (0, 4 e 8 m) e gliricidia 4 m no periodo seco, e nas parcelas de ambas
leguminosas em todas as distancias no periodo chuvoso (Figura 7b).

O aumento na biomassa e atividade microbiana no solo nas parcelas com leguminosas
na estacdo chuvosa (LIRA JUNIOR et al., 2020b) explica o aumento nas atividades absolutas
e especificas da FAL no SSP, visto que a origem da FAL € exclusivamente microbiana.

A introdugdo de leguminosas no SSP influenciou na atividade da FAL no solo, como
observado por Acosta-Martinez, Cano e Johnson (2018) ao relatarem que a atividade especifica
da FAL por unidade de COS apresenta alta sensibilidade em distinguir mudancas no uso da
terra. O aumento na disponibilidade e estoque de C e N promovido pelas leguminosas (LIRA
JUNIOR et al., 2020a) também reflete na atividade da FAL, visto que esta enzima € altamente
responsiva a mudancas na disponibilidade de C, N e P no solo, como estratégia dos micro-

organismos a mudancas nos ciclos biogeoquimicos no solo (CHEN et al., 2019b).
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Figura 7. Atividade enzimatica absoluta (a) e especifica (b) por unidade de COS (ug g* COS) da
fosfatase alcalina no solo do sistema silvipastoril estabelecido com braquiaria (B), consoércios de
braquiaria com gliricidia (G) e sabiéa (S), sob variacdo sazonal. 0, 4 e 8m representa a distancia das linhas
de leguminosas. Colunas com letras escuras idénticas ndo diferem entre si na comparacdo das
combinagdes entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo teste de Tukey. Colunas com letras
brancas mindsculas e maidsculas idénticas ndo diferem entre si na comparacao entre tratamentos para
as estacOes seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10% pelo teste de Tukey

O coeficiente de correlacdo linear entre as atividades enzimaticas da FAL e os atributos
do solo, demonstrou uma correlag¢do positiva da atividade especifica da FAL com o P-mic
(0,57), e correlacdo negativa entre FAL especifica e P disponivel (-0,37) (Figura 8). Isto deve-
se a producdo de fosfatase alcalina estar ligada exclusivamente a atividade microbiana e ser

induzida pela limitagédo de P no solo (FRASER et al., 2015), ao passo que a correlacdo negativa
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entre FAC e P-mic (-0,45) (Figura 6) deve-se a FAC poder ter origens vegetal ou microbiana,
e por isso a FAC se correlacionou melhor com o P disponivel, j& que o P-mic é produto
exclusivo de origem microbiana.

Em solos muito intemperizados, o P presente na biomassa microbiana pode ser a
principal fonte de P disponivel para as plantas (ULLAH et al., 2013), explicando a correlacéo
positiva entre FAL especifica e P-mic. Além disso, 0 aumento de P-mic e FAL em &reas com
presenca de leguminosas deve-se a maior interacdo de micro-organismos solubilizadores de

fosfatos com as leguminosas em comparacdo com gramineas (ULLAH et al., 2012;2013).
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Figura 8. Correlacéo linear de Pearson entre as atividades enzimaticas absoluta e especifica da fosfatase
alcalina (FAL e FAL espec.) e atributos do solo do SSP. Circulos dentre de caixas indicam efeito
significativo (p < 0,05). COS = carbono organico do solo e P-mic = fésforo da biomassa microbiana no
solo
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4.3.2 Quantificacdo da urease

A atividade da urease variou de 10,7 a 21,8 ug N-NH4* g% solo h! na estago seca e de
7,1 a 21,2 ug N-NH4* gt solo h! na estacio chuvosa (Figura 9a). Os maiores valores foram
observados na estacdo seca, exceto para sabid na faixa 0 m. E as maiores atividades foram

encontradas na braquiria em monocultivo em ambas esta¢des climaticas (p < 0,10).
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Figura 9. Atividade enzimatica absoluta (a) e especifica (b) por unidade de COS (ug g* COS) da urease
no solo do sistema silvipastoril estabelecido com braquiaria (B), consorcios de braquiaria com gliricidia
(G) e sabia (S), sob variacdo sazonal. 0, 4 e 8m representa a distancia das linhas de leguminosas. Colunas
com letras escuras diferentes diferem entre si na comparagdo das combinagdes entre tratamento e época
do ano ao nivel de 10% pelo teste de Tukey. Colunas com letras brancas minusculas e mailsculas
diferentes diferem entre si na comparagdo entre tratamentos para as estacdes seca e chuvosa,
respectivamente, ao nivel de 10% pelo teste de Tukey
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Com relacdo a atividade especifica da urease por unidade de COS, foi observado uma
variagdo média de 0,24 a 0,49 pg g* COS na estacdo seca e de 0,20 a 0,73 pg g* COS na
estacdao chuvosa, com maior atividade na braquiaria na estacao chuvosa (p < 0,10) (Figura 9b).

A introducdo das leguminosas no SSP promoveu reducdo da atividade da urease em
relacdo a braquiaria solteira, possivelmente pela menor disponibilidade de N neste ultimo
sistema, e consequente estimulo da sintese da urease para aumentar a disponibilizacdo do
nutriente. Barros et al. (2021), estudando a presenca de bactérias amoénio-oxidantes neste
mesmo SSP, observaram maior abundancia na braquiaria solteira em relacdo a média das
parcelas com leguminosas, 0 que poderia explicar a maior atividade da urease na braquiaria,
visto que muitas bactérias amonio-oxidantes sdo produtoras de urease (KOPER et al., 2004) e
gue uma maior presenca de amonia induz um maior crescimento de bactérias quimiolitotréficas,
tais como as bactérias aménio-oxidantes (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O sombreamento promovido pela copa das leguminosas juntamente com a temperatura
mais amena na estacdo chuvosa também podem ter influenciado na reducdo da atividade da
urease, ja que Menezes et al. (2019), ao estudar o efeito do sombreamento promovido por
arvores no SSP sobre as propriedades bioldgicas do solo, observaram que a atividade da urease
foi maior sob condigdes de plena radiacéo solar.

Outra possibilidade é que a decomposi¢do mais rapida da serapilheira da gliricidia em
relacio ao sabia (APOLINARIO et al., 2015), e consequentemente disponibilizagdo mais rapida
de N, pode estar relacionado com os menores valores da atividade da urease no periodo
chuvoso, visto que o aumento na disponibilidade de 4gua no solo melhora a decomposicéo da
serapilheira e a liberacdo de nutrientes ao solo (CUI et al., 2020).

A inversdo de comportamento das atividades absoluta e especifica da urease na
braquiaria solteira entre as estacdes seca e chuvosa deve-se ao fato do COS ser reduzido a uma
taxa maior do que a atividade enzimatica no periodo chuvoso, consequéncia principalmente da
perda da forma mais l&bil da COS (SILVA et al., 2019).

A correlacdo de Pearson mostra uma correlacdo positiva entre a atividade da urease, N-
NHs" (0,33), P disponivel (0,37) e COS (0,20), ja a atividade especifica urease/COS se
correlaciona positivamente com o pH (0,50) e N-NH4" (0,45) (Figura 10). A correlagdo positiva
da urease com o N-NH4*, demonstra a importancia desta enzima no ciclo do N, uma vez que o
aumento na atividade da urease resulta na maior mineralizacdo do N e consequentemente
aumento na disponibilidade do nutriente (BOWLES et al., 2014). A correlagdo positiva entre
atividade da urease e COS ¢é esperada, uma vez que a atividade desta enzima esta intimamente

relacionada a decomposic¢ao da matéria organica do solo (VINHAL-FREITAS et al., 2017). E
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como ja relatado anteriormente, a disponibilidade de P estd correlacionada com a
disponibilidade de N, visto que as comunidades microbianas utilizam o N para aumentarem a
producdo das enzimas associadas ao metabolismo do P, e consequentemente, disponibilizar
mais P no solo (MARKLEIN; HOULTON, 2012).
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Figura 10. Correlagdo linear de Pearson entre as atividades enzimaticas absoluta e especifica da urease
e atributos do solo do SSP. Circulos dentre de caixas indicam efeito significativo (p < 0,05). COS =
carbono organico do solo e P-mic = fésforo da biomassa microbiana no solo

4.3.3 Quantificagdo da arilsulfatase

A atividade da arilsulfatase variou de 5,8 a 9,5 pug PNP g™ solo h'! na estacgéo seca e de
1,5 a 6,4 pg PNP g solo h'! na estagdo chuvosa (Figura 11a). Os maiores valores foram
observados na estacdo seca, com destaque para ambas leguminosas a 8 m de distancia e para a
braquiaria solteira que apresentaram as maiores atividades. Na estacdo chuvosa, as maiores

atividades foram no sabid a 4 m e gliricidia 4 e 8 m. Com relac&o ao distanciamento da linha
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das leguminosas, a atividade da arilsulfatase aumentou com a distancia em ambas estacdes,
exceto para sabid 8 m no periodo chuvoso (p < 0,10).

Com relacdo a atividade especifica da arilsulfatase por unidade de COS, foi observado
uma variagio média de 0,13 a 0,22 pg g* COS na estacéo seca e de 0,05 a 0,21 pg g* COS na

estacdo chuvosa (Figura 11Db).
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Figura 11. Atividade enzimética absoluta (a) e especifica (b) por unidade de COS (ug g* COS) da
arilsulfatase no solo do sistema silvipastoril estabelecido com braquiéria (B), consorcios de braquiéria
com gliricidia (G) e sabia (S), sob variagdo sazonal. 0, 4 e 8m representa a distancia das linhas de
leguminosas. Colunas com letras escuras diferentes diferem entre si na comparacdo das combinacdes
entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo teste de Tukey. Colunas com letras brancas
minusculas e mailsculas idénticas ndo diferem entre si na comparacao entre tratamentos para as estacdes
seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10% pelo teste de Tukey
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O SSP beneficiou a atividade da arilsulfatase, como observado por Damian et al. (2021)
ao estudarem SSPs de climas tropical Umido, tropical médio e subtropical. O aumento da
atividade da arilsulfatase com o aumento do distanciamento das linhas das leguminosas esta de
acordo com Laroca et al. (2018), que enfatizam que a graminea consorciada com leguminosa
promove melhoria nas comunidades microbianas quando comparada com a graminea em
monocultivo, e isto contribui para o0 aumento da atividade da arilsulfatase.

As menores atividades da arilsulfatase na estacdo chuvosa podem ser decorrentes da
maior disponibilidade de nutrientes por meio do aumento na decomposi¢do da matéria organica
(YAO et al., 2017).

Houve uma correlacéo positiva da atividade da arilsulfatase com o COS (0,68), N-NOs
(0,31) e P disponivel (0,75) (Figura 12).
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Figura 12. Correlagdo linear de Pearson entre as atividades enziméticas absoluta e especifica da
arilsulfatase e atributos do solo do SSP. Circulos dentre de caixas indicam efeito significativo (p < 0,05).
COS = carbono organico do solo e P-mic = fosforo da biomassa microbiana no solo
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A intima ligacdo da arilsulfatase com COS deve-se a prote¢do promovida pela MOS as
enzimas do solo (LOPES et al., 2018). A elevada correlag¢do positiva com P disponivel ocorre
pelo fato do fosforo e enxofre competirem pelos mesmos sitios de troca no solo, de modo que
uma maior disponibilidade de P reflete em menor disponibilidade de S, induzindo ao aumento
na atividade da arilsulfatase (WANG et al., 2019), fato este que também explica a correlacdo

positiva com N-NOs".

4.4 Quantificacdo dos genes cbbl, 18S rRNA (fungos totais e micorrizicos) e phoD

A abundancia das bactérias autotrdficas fixadoras de CO2, como medida pelo nimero
de genes cbbl, variou de 11,19 a 11,52 logio do n° de cOpias do gene na estacdo seca e de 10,99
a 11,55 logio do n° de copias do gene na estacdo chuvosa. Houve uma abundancia 20% superior
no sabid a 0 m e 4 m em relacdo a braquidria em monocultivo na estacdo seca, enquanto que
sabia e gliricidia nas distancias 4 m e 8 m apresentaram maiores abundancias na estacéo
chuvosa (p < 0,10), correspondendo a um aumento em relagdo a braquiria solteira de 203%
em G4, 256% em G8, 184% em S4 e 173% em S8 (Figura 13).
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Figura 13. Abundéancia do gene chbl (fixagdo de CO) em solos sob sistema silvipastoril estabelecido
com braquiéria (B), consorcios de braquidria com gliricidia (G) e sabié (S), sob variacdo sazonal. 0, 4 e
8m representa a distancia das linhas de leguminosas. Colunas com letras escuras diferentes diferem entre
si na comparacao das combinagdes entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo teste de Tukey.
Colunas com letras brancas mindsculas e maiusculas diferentes diferem entre si na comparagao entre
tratamentos para as estacdes seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10% pelo teste de Tukey
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O sistema silvipastoril estabeleceu um ambiente favoravel para o crescimento de
bactérias autotroficas fixadoras de CO., pois a permanéncia dos residuos vegetais no solo
acarreta aumento na abundancia deste grupo de micro-organismos (LU et al., 2019). A
tendéncia das abundancias de fixadores de CO, € comparavel com os teores de C total do
mesmo SSP em estudo (LIRA JUNIOR et al.,, 2020b), que relatam um aumento de
aproximadamente 30% no teor de C total nas parcelas de leguminosas em relacdo a braquiéria
solteira no periodo chuvoso.

O aumento da abundancia de fixadoras de CO2 no sabia 0 m e 4 m na estacéo seca deve
ser resultante do maior sombreamento das copas do sabid, menor densidade do solo e raizes
mais finas do que a gliricidia (LIMA et al., 2018), que promove manutencdo da umidade do
solo por um periodo de tempo maior. Enquanto que as maiores abundancias em sabia e gliricidia
nas distancias 4 m e 8 m na estacdo chuvosa devem-se ao aumento na umidade do solo com o
distanciamento das linhas das leguminosas (LIMA et al., 2018), visto que a fixag&do microbiana
de CO2 no solo é facilitada pela umidade do solo devido as alteracGes na disponibilidade de
nutrientes e oxigénio (CHEN et al., 2021).

A presenca de esterco e auséncia de fertilizacdo quimica é outro fator que provavelmente
beneficiou a populagdo de micro-organismos autotréficos no SSP, como observado por Liao et
al. (2020) ao constatarem que solos com presenca de esterco tiveram uma taxa de fixacéo de
CO2 150% (0,40 mg kg™ solo dia) maior do que os solos fertilizados quimicamente.

Yuan et al. (2012) avaliando a influéncia de micro-organismos fixadores de CO2 no
sequestro de C, estimaram um dreno de 2 a 3 Pg de C ano™ nos solos de uma regi&o subtropical
na China, com abundancias de fixadores de CO. 1000 vezes menores do que as encontradas no
presente SSP, demonstrando o elevado potencial deste sistema em drenar CO2 atmosférico na
regido tropical sub-umida.

No geral, os trabalhos com bactérias fixadoras de CO2 em sistemas de cultivo tém
encontrado abundancias de cerca de 100 a 10.000 vezes menores do que nossos resultados
(YUAN et al., 2012; WU et al., 2015; GE et al., 2016; LYNN et al., 2017; LU et al., 2019;
LIAO et al., 2020), enfatizando que o SSP aumenta a comunidade de bactérias autotréficas
fixadoras de CO2 no solo e tem uma elevada capacidade em drenar C atmosférico.

A maior abundéncia de fungos totais (gene 18S rRNA) no SSP foi observada na estacao
seca (de 8,66 a 9,56 logio do n° de cdpias do gene), principalmente na braquiaria em
monocultivo. J& na estagdo chuvosa houve variagdo de 8,40 a 9,42 logio do n° de cépias do
gene, com maiores abundancias a 4 m de distancia das linhas das leguminosas, ndo havendo

diferenga estatistica entre os tratamentos e sazonalidade climatica (p > 0,10) (Figura 14).
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Figura 14. Abundancia do gene 18S rRNA (fungo total) em solos sob sistema silvipastoril estabelecido
com braquiaria (B), consorcios de braquiaria com gliricidia (G) e sabia (S), sob variacdo sazonal. 0, 4 e
8m representa a distancia das linhas de leguminosas. Colunas com letras escuras idénticas ndo diferem
entre si na comparagdo das combinacdes entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo teste de
Tukey. Colunas com letras brancas mindsculas e maiusculas idénticas ndo diferem entre si na
comparacgdo entre tratamentos para as estacdes seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10% pelo
teste de Tukey

Um maior acimulo de forragem na braquiaria em pleno sol em relacdo a braquiaria sob
sombra nas parcelas das leguminosas é relatado por Lima et al. (2020), neste mesmo SSP. O
sombreamento das leguminosas sobre a braquiaria pode afetar aspectos morfofisioldgicos,
reduzindo a produtividade e qualidade da graminea no SSP (LIMA et al., 2020), o que poderia
explicar as maiores abundancias de fungos totais no monocultivo. Além disso, a plena radiacdo
solar também favorece o aumento na abundancia de fungos totais quando comparado com
diferentes niveis de sombreamento (MENEZES et al., 2019).

A reducdo da abundancia de fungo nas linhas das leguminosas pode ser decorrente do
aumento na qualidade da serapilheira, principalmente na gliricidia que possui uma taxa de
decomposicao mais rapida do que o sabia (APOLINARIO et al., 2015). Li et al. (2019) relatam
gue o aumento na qualidade da serapilheira pode diminuir a abundancia relativa de fungos, pois
as bactérias costumam ter maiores taxas de crescimento e renovagdo na presenca de substratos
com baixa relagdo C/N. Assim, a heterogeneidade da serapilheira misturada apresenta efeitos
complementares na decomposicdo dos residuos e diversidade de nutrientes, criando um
ambiente favoravel para diversos tipos de micro-organismos (NJERU et al., 2014; THAPA et
al., 2021).
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A maior abundancia de fungos totais em 4 m de distancia em relacdo a linha das
leguminosas e braquiaria em monocultivo na estacdo chuvosa, pode estar relacionada com a
maior producéo e qualidade da forragem (LIMA et al., 2020), fato este também observado por
Barros et al. (2021) para a abundancia de bactérias totais.

Assim como para fungos totais, a abundancia de micorriza foi maior na braquiéria
solteira na estagdo seca, com variagcdo de 11,46 a 11,96 logio do n° de cdpias do gene (Figura
15). Isto pode ser decorrente tanto do aumento na producao da braquiaria em pleno sol (LIMA
et al., 2020), quanto pelo sistema radicular fasciculado das gramineas que favorece a associacdo
micorrizica (LEHMAN et al., 2012).

O aumento da abundancia de micorriza com o distanciamento das linhas das
leguminosas, principalmente na estacdo chuvosa (p < 0,10), pode ser decorrente da alta
densidade de raizes finas da braquiaria, que promove um ambiente mais propicio para o
estabelecimento da associagdo micorrizica, e presenca de residuos vegetais de melhor qualidade
na braquidria consorciada do que em monocultivo (BHANDARI; WEST; ACOSTA-
MARTINEZ, 2020).
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Figura 15. Abundéncia do gene 18S rRNA (micorriza) em solos sob sistema silvipastoril estabelecido
com braquiaria (B), consorcios de braquiaria com gliricidia (G) e sabia (S), sob variacdo sazonal. 0, 4 e
8m representa a distancia das linhas de leguminosas. Colunas com letras escuras diferentes diferem entre
si na comparacao das combinages entre tratamento e época do ano ao nivel de 10% pelo teste de Tukey.
Colunas com letras brancas mindsculas e maiusculas diferentes diferem entre si na comparagao entre
tratamentos para as estacdes seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10% pelo teste de Tukey
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Sarto et al. (2020) relatam que a introdugéo de eucalipto no SSP diminuiu a abundancia
de micorriza quando comparado a pastagem em monocultivo, especialmente nas linhas das
arvores, por causa da liberacdo de algum composto aleloguimico na serapilheira do eucalipto.
No entanto, no presente trabalho, a menor abundancia de micorriza nas linhas das leguminosas
é possivelmente decorrente da maior disponibilidade de N (LIRA JUNIOR et al., 2020a), que
afeta as infeccgdes radiculares devido a sensibilidade de micorriza ao enriquecimento de N (JIA
et al., 2020). Um aumento na disponibilidade de N induz uma maior producdo de biomassa
vegetal acima do solo, reduzindo a necessidade de producdo de novas raizes e estabelecimento
de associacdo micorrizica (CHEN et al., 2015). Além disso, o aumento de N-NH4" nas
leguminosas promove a excrecdo de H* para manter o balanco de cargas entre as raizes e a
solucdo do solo, promovendo a acidificacdo do solo (SILVA et al., 2013), podendo afetar direta
ou indiretamente o crescimento microbiano (CHEN et al., 2015).

Quanto ao phoD, foi observada uma baixa varia¢éo (de 12,39 a 12,80 logio do n° de
copias do gene) na abundancia de micro-organismos mineralizadores de P na estacdo seca (p >
0,10), com maior abundéncia em gliricidia 8 m. J& na estacdo chuvosas, a variacao foi de 11,66
a 12,52 logio do n° de copias do gene, com menores abundancias de phoD na braquiéria em
monocultivo e nas linhas de ambas leguminosas, havendo um aumento significativo da
abundéancia deste gene como o distanciamento das linhas das leguminosas (4 e 8 m) (p < 0,10)
(Figura 16).

Na estacdo seca, 0 aumento na abundancia de phoD se correlaciona com 0 aumento na
disponibilidade de P no solo, exceto para sabia 8 m (ver Tabela 1), provavelmente pela menor
taxa de infiltracdo de 4gua em S8 em relacdo dos demais tratamentos (LIMA et al., 2018). Ja
na estacdo chuvosa, esta mesma tendéncia dos dados ndo foi observada devido a elevada
sensibilidade deste gene aos ciclos de secagem e umedecimento do solo (CHEN et al., 2019b),
indicando que a sazonalidade é um fator modificador na abundancia de phoD no SSP.

O aumento na abundancia de phoD com o distanciamento das linhas das leguminosas
na estacdo chuvosa, mostra claramente o efeito benéfico do consorcio de pastagem com
leguminosas no SSP sobre esta comunidade microbiana. Isto deve-se ao fato da graminea ter
um sistema radicular mais denso, podendo liberar mais exsudatos e estimular o crescimento
microbiano, tais como micro-organismos ligados a ciclagem de P (GOU et al., 2021). E quando
em associagdo com leguminosas, a presenca mista de residuos promove um ambiente favoravel
para 0s micro-organismos possuidores do gene phoD (XIE et al., 2020), resultando em maiores

abundancias na graminea consorciada com leguminosas.
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Figura 16. Abundancia do gene phoD (mineralizacdo de P) em solos sob sistema silvipastoril
estabelecido com braquiéria (B), consorcios de braquiéria com gliricidia (G) e sabia (S), sob variagdo
sazonal. 0, 4 e 8m representa a distancia das linhas de leguminosas. Colunas com letras escuras
diferentes diferem entre si na comparacéo das combinacdes entre tratamento e época do ano ao nivel de
10% pelo teste de Tukey. Colunas com letras brancas mindsculas e mailsculas diferentes diferem entre
si na comparagdo entre tratamentos para as estagdes seca e chuvosa, respectivamente, ao nivel de 10%
pelo teste de Tukey

Outro fato relevante é que na braquiaria consorciada com leguminosas, pode se formar
uma ampla rede micorrizica de comunicacao entre diferentes espécies de plantas e um mesmo
fungo (GEOFFROY et al., 2017; MORAES et al., 2019), aumentando a eficiéncia da graminea
na utilizacdo da &gua, principalmente na associacdo com gliricidia que tem um sistema radicular
mais profundo do que ao sabia, e assim apresenta vantagens na absorcdo de agua e distribuicao
para a braquidria consorciada (LIMA et al., 2018), resultando em melhores condic¢des para o
crescimento  fungico, estabelecimento micorrizico e comunidade microbiana de
mineralizadores de P, refletindo também no aumento da atividade da FAL (Figura 7 ae b).

As abundancias do gene phoD neste estudo foram 1 milhdo de vezes maiores do que as
encontradas por Gou et al. (2021), estudando 8 sistemas de cultivo em solos ricos em éxidos no
clima subtropical na China. Isto sugere que o SSP tem a capacidade de transformacéo e
ciclagem de P, como observado por Liu et al. (2018) ao estudar genes do ciclo do P em solos

agricolas.
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Os resultados da abundancia de phoD apresentam uma correlagéo positiva com o P
disponivel (0,51), FAL (0,24), COS (0,75) e N-NOz" (0,41) (Figura 17). Estas correlagGes sdo
explicadas pelo fato dos micro-organismos possuidores do gene phoD serem responsaveis pela
mineralizacdo do P (FRASER et al., 2015). Além disso, o aumento na relacdo C/P e N/P pelo
aumento nos teores de C e N acentua a limitagéo de P, desencadeando a ativacdo do gene phoD
para aumentar a disponibilidade de P e reestabelecer o equilibrio nutricional (CHEN et al.,
2019b).
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Figura 17. Correlagdo linear de Pearson entre os atributos do solo, atividades enziméticas e abundancias
dos genes 18S rRNA (fungo total e micorriza), phoD e cbbl no SSP. Circulos dentre de caixas indicam
efeito significativo (p < 0,05). COS = carbono orgéanico do solo, P-mic = fésforo da biomassa
microbiana, FAC = fosfatase acida, FAL = fosfatase alcalina, URE = urease, ARIL = arilsulfatase

A correlacdo positiva de fungos totais, micorrizas, phoD e P-disponivel (Figura 17) é

altamente relevante para solos muito intemperizados e pobres em nutrientes, pois 0 aumento na
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abundancia destas comunidades microbianas promoverd maiores taxas de colonizacdo e
associagcOes plantas-micro-organismos, aumentando a absor¢do e disponibilidade de P,
fundamentais para a nutricdo de plantas e ciclagem do nutriente (XIAO et al., 2019). Ja a
correlacdo positiva de fungos totais, micorrizas, phoD e FAL é decorrente da liberacdo de
fosfatases pelas paredes das hifas para mineralizagdo de P orgéanico ou hidrolise de fitatos
(BURNS et al., 2013).

A correlacdo positiva entre a abundancia de micorriza com o COS (0,62), demonstra
que parte do C estocado pode ser derivado no micélio micorrizico, que € um importante
regulador da dindmica do C nos ecossistemas (CLEMMENSEN et al., 2013).

As correlagGes positivas dos genes funcionais estudados e COS, P disponivel, FAC,
FAL e arilsulfatase, demonstram gue 0s processos bioquimicos dos ciclos do C, N, P e S estdo
fortemente ligados entre si, 0 que sustenta a importancia destas populacdes funcionais nos seus
respectivos ciclos (LUO et al., 2020).

No geral, os resultados dos genes estudados mostram que a diversidade vegetal no SSP
tem o potencial de modificar a abundancia de genes na comunidade microbiana do solo e
aumentar a atividade enzimatica associada ao ciclo do N, P e S na regido tropical subumida.

Foi possivel observar o efeito do uso da terra nos atributos microbiolégicos do solo,
através da clara distingdo entre os grupos pela ACP, principalmente em funcdo da sazonalidade
climatica (Figura 18). O componente principal 1 sozinho explica 87% da variabilidade total,
sendo melhor representado pela FAC absoluta (0,98) e especifica (0,86) e urease absoluta (0,62)
e especifica (0,50). Enquanto que o componente 2 sozinho explica 9% da variacgdo total, sendo
melhor representado pela FAL absoluta (0,92) e especifica (0,79).

A formagdo dos grupos da ACP demonstra que o SSP produziu um ambiente favoravel
para a producdo de P-mic, glomalina, enzimas e crescimento microbiano devido ao maior
acumulo de residuos organicos e manutencdo da umidade no solo, consequentemente,
melhorando a qualidade da pastagem ali presente.

Esta associacdo das leguminosas com os atributos biologicos e comunidades
microbianas estudadas é resultante da menor relacdo C/N dos residuos vegetais em relagdo a
braquiaria, que resulta em taxas de decomposi¢do mais rapida, maior aporte de serapilheira e
continuo fornecimento de substrato para a comunidade microbiana (THAPA et al., 2021). Deste
modo, a combinacao dos fatores estudados sugere que a presenca de leguminosas juntamente
com braquiaria tem um potencial em modular as comunidades microbianas no solo, ciclar

nutrientes e melhorar a qualidade deste ecossistema.
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Figura 18. Analise de componentes principais dos atributos microbioldgicos em resposta ao uso da terra no SSP. Tratamentos na esta¢do seca estdo simbolizados

por ponto (e) e na estacdo chuvosa por losango (¢). B=braquiérias solteira; G=gliricidia consorciada com braquiéria nas distancias 0 m (G0), 4 m (G4) e 8 m
(G8); S=sabia consorciada com braquiaria nas distancias 0 m (S0), 4 m (S4) e 8 m (S8).
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5 CONCLUSOES

A introducdo das leguminosas gliricidia e sabia contribui para a melhoria da qualidade
do solo pelo aumento da atividade das enzimas fosfatases &cida, alcalina e arilsulfatase, e
abundancias de bactérias fixadoras de CO», fungos totais, micorrizas e mineralizadores de P.
Sendo estes, bons indicadores de qualidade do solo para o sistema silvipastoril.

A insercao das leguminosas gliricidia e sabia em pastagem contribui para melhorias no
ciclo do fosforo atraves do aumento da atividade das enzimas fosfatases acida e alcalina, e
abundancias de fungos totais, micorrizas e mineralizadores de P.

Sistema silvipastoril com leguminosas estabelece um ambiente favoravel para o
aumento da abundancia de bactérias autotréficas fixadoras de CO2 pelas melhores condigdes de
crescimento microbiano, apresentando elevado potencial como dreno de CO2 atmosférico por
meio da fixacdo microbiana de carbono.

A sazonalidade climética afeta a atividade enzimatica e abundancia de comunidades
microbianas, sendo um importante parametro para a avaliacdo da qualidade do sistema

silvipastoril.
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