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RESUMO

PROCOPIO, Kathlin Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Adubacéo organica com residuos animais e uso de microrganismos eficientes na producéo
agroecologica de capim elefantérientador: Rogério de Paula Lana.

O uso de residuos organicos em capineiras, além de proporcionar menor custo de producgéo da
cultura, pela reducdo de gastos com insumos, devido a presenca de nutrientes contido nos
residuos e ser benéfico ao meio ambiente, possibilita a melhoria na produtividade da massa de
forragem e na composicdo quimica da planta e do solo. Estudos com EM (Microrganismos
Eficientes) relatam sua eficiéncia de uso em diferentes areas, como no crescimento e
desenvolvimento de plantas e na degradagéo de compostos organicos. O objetivo dessa pesquis:
foi analisar se os residuos sélidos animais, associados ou ndo ao uso de microrganismos
eficientes (EM), melhoram a produtividade, as caracteristicas quimicas e de minerais do capim
elefante (Capitulo 1) e o perfil da microbiota do solo (Capitulo 2). O experimento foi conduzido

no sitio Boa Vista, distrito de Cachoeira de Santa Cruz, Vicosa-MG, pertencente a Universidade
Federal de Vigcosa (UFV). Inicialmente, foi feita a andlise do solo e dos residuos organicos, em
laboratorio, para obtencdo das caracteristicas fisico-quimicas. O EM foi produzido e
incorporado, com o uso de um pulverizador, na &rea experimental, apos a aplicacéo dos residuos
curtidos. As doses de compostos que foram aplicadas no capim elefante teve como base 0s seus
teores de nitrogénio, devido a exigéncia da cultura. Sendo assim, o experimento foi conduzido
em esquema de parcelas subdivididas, com delineamento em quadrado latino, com quatro
repeticdes. Nas parcelas, foram estudados os tratamentos: testemunha, residuos sélidos de
suinos, residuos solidos de bovinos e residuos sélidos de frangos (cama de frango); e, nas
subparcelas, foram estudados a aplicacdo (com) ou ndo (sem) de EM, totalizando 32 unidades
experimentais de 10 fwada. Nas épocas correspondentes aos cortes, foram feitas avaliagcdes
das caracteristicas morfologicas do capim elefante, analises bromatoldgicas completas e de
minerais (calcio, fésforo, magnésio, sodio e potassio). Ao final do experimento, foram coletadas
com trado holandés, a profundidade de 0-20 cm, amostras compostas de solo em cada
subparcela. Parte dessas amostras foram coletadas para analises das caracteristicas quimicas c
solo e outra parte foi acondicionada em freezer a -20°C. A abundancia de esporos das amostras
de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), foi avaliada pela técnica de peneiramento Umido
com as amostras de solos bem como foram avaliados em nivel molecular pela técnica de PCR-

DGGE. Os dados de produtividade, bromatologia, minerais, abundancia total de esporos,
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indices de diversidade de FMA e bactérias foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
e, quando houve significancia, as médias de tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5 % de significancia, utilizando-se o programa SAS 9.4 na fungcdo PROC MIXED.
Houve melhorias nos parametros de produtividade do capim elefante, sendo que as variaveis
massa verde e massa seca tiveram aumento de mais de 150 % em relag&o ao tratamento controle
Entretanto, houve queda na composicdo quimico-bromatolégica e de minerais, apds o
tratamento, indicando a necessidade de ajustes no tempo de corte e adubacéo. Os resultado:
demonstram néo haver efeito significativo do EM para composicdo bromatologica (P>0,05),
tendo efeito da adubacé&o organica, em que a cama de frango apresentou mellitadssre

do que os outros tratamentos. Ja em relacdo as analises moleculares, os resultados indicaran
haver homogeneidade no perfil de bandas tanto para bactérias quanto para FMA na PCR-
DGGE, independente do residuo aplicado e da subparcela ter recebido ou ndo EM. Houve maior
similaridade (84 %) entre os FMA, com predominancia de separacao de grupos que receberam
ou ndo EM. Houve baixa similaridade entre as comunidades de bactérias, com 25 % de
similaridade entre dois grupos similares em relacéo aos tratamentos. Houve efeito significativo
com a aplicacdo de EM para dominancia nas comunidades de FMA, porém reduziu-se 0s
demais indices de diversidade. O capim elefante teve boa produtividade, destacando-se o
tratamento com a cama de frango. Os tratamentos que produziram mais, removeram mais
minerais. Os componentes quimicos no capim reduziram com 0s tratamentos, indicando a
necessidade de adubacédo mais frequente e ajuste do periodo de corte. Os residuos organico:
nao afetaram o perfil da comunidade microbiana e o EM afetou comunidade de FMA do solo

com capim elefante plantado.
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ABSTRACT

PROCOPIO, Kathlin Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,@hic
fertilization with animal residues and use of effective microorganisms in the
agroecological production of elephantgrassAdvisor: Rogério de Paula Lana.

The use of organic residues in grass, besides providing a lower cost of production of the crop,
the reduction of expenses with inputs, due to the presence of nutrients contained in the residues
and to be beneficial to the environment, allows the improvement in the productivity of the
forage mass and in the chemical composition of the plant and soil. Studies with EM (Effective
Microorganisms) report their efficiency of use in different areas, such as in the growth and
development of plants and the degradation of organic compounds. The objective of this research
was to analyze if solid animals wastes, associated or not with the use of effective
microorganisms (EM), improve the productivity, chemical and minerals characteristics of
elephant grass (Chapter 1) and the soil microbiota profile (Chapter 2). The experiment was
conducted at Boa Vista farm, Cachoeira de Santa Cruz district, Vicosa-MG, belonging to the
Federal University of Vicosa (UFV). Initially, the soil and organic residues were analyzed in
the laboratory to obtain the physicochemical characteristics. EM was produced and
incorporated, with the use of a sprayer, in the experimental area, after the application of the
tanned residues. The doses of compounds that were applied in the elephant grass were based or
their nitrogen content, due to the requirement of the crop. Thus, the experiment was conducted
in a subdivided parcels scheme, with a Latin square design, with four replications. In the
parcels, the treatments were: control, solid residues of pigs, solid residues of cattle and solid
residues of chickens (chicken litter); and, in the subparcels, the application with or without EM,
totalizing 32 experimental units of 10?reach one. In the seasons corresponding to the cut,
evaluations of the morphological characteristics of elephant grass, complete chemical analyzes
and minerals (calcium, phosphorus, magnesium, sodium and potassium) were performed. At
the end of the experiment, it was collected with holland auger, with a depth of 0-20 cm,
composite samples of soil in each subparcels. Part of these samples were collected for analysis
of soil chemical characteristics and another part was stored in a freezer at -20 °C. The
abundance of spores of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in the samples was evaluated by
the wet sieving technique with the soil samples as well as evaluated at the molecular level by
the PCR-DGGE technique. The data of productivity, chemical composition, minerals, total

abundance of spores, diversity indexes of AMF and bacteria were submitted to analysis of
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variance (ANOVA) and, when there was significance, means of treatments were compared by
the Tukey test, at the level of 5 % of significance, using the SAS 9.4 pragrtdsea PROC

MIXED function. There were improvements in elephant grass productivity parameters, with the
green matter and dry matter variables increasing by more than 150 % in relation to the control
treatment. However, the chemical and minerals composition, after the treatment, was declined,
indicating the necessity of adjustments in cutting time and fertilization. The results showed that
there was no significant effect of EM for chemical composition (P>0.05), with effect of organic
fertilization, where the chicken litter presented better results than the other treatments. In
relation to the molecular analyzes, the results indicated that thereomageneity in the band
profile for both bacteria and FMA in the PCR-DGGE, regardless of the residue applied and the
subparcels having received or not EM. There was greater similarity (84 %) among AMF, with
a predominance of separation groups that received or not EM. There was a low similarity
between the bacterial communities, with 25 % similarity between two similars groups related
to the treatments. There was a significant effect with the application of EM for dominance in
FMA communities, but the other diversity indexes were reduced. The elephant grass had good
productivity, especially the treatment with the chicken litter. The treatments that produced more
removed more minerals. The chemical components in the grass reduced with the treatments,
indicating the need for more frequent fertilization and adjustment of the cut period. The organic
residues did not affect the profile of the microbial community and the EM affected the FMA

community of the soil with elephant grass planted.
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INTRODUCAO GERAL

Com o crescimento populacional e as alteragbes no padréo de consumo, aumentou-se a
geracao e a disposicao inadequada de residuos, o que tem gerado grande passivo ambiental ¢
problemas de saude publica conintretanto, residuos animais e vegetais podem ser
reaproveitados e utilizados na agricultura como adubos organicos.

Os residuos organicos sdo materiais que na natureza, se degradam espontaneamente e
reciclam os nutrientes (MMA, 2017). Uma das técnicas utilizadas para melhorar o
aproveitamento dos residuos organicos € a compostagem. Com a compostagem, aproveita-se
0s residuos a partir de processos bioldgicos para a producdo de adubos organicos, que poderr
ser utilizados na agricultura e reduzir a dependéncia de insumos agropecuarios nao renovaveis

como 0s agrotoxicos, tornando a atividade mais sustentavel (EMBRAPA, 2017).

Alternativas as matérias-primas tradicionalmente utilizadas tém sido usadas no processo
de compostagem. Dentre elas, té@ws estercos bovino, suino, aviario e outros residuos
curtidos de animais (EMBRAPA, 2017A Politica Nacional de Residuos Sdlidos (Lei
12.305/2010) prevé, no art. 36, inciso V, “a necessidade de implantacao, pelos titulares dos
servicos, de sistemas de compostagem para residuos solidos orgéanicos e articulagdo com 0s

agentes econdmicos e sociais formas de utilizagdo do composto produzido”.

Os residuos organicos, além de fontes de nutrientes, sdo fontes de matéria organica,
importantes para a manutencao ou recuperacao da qualidade do solo. Para evitar a adicao de
nutrientes em quantidades superiores as exigidas pela cultura e, muitas vezes, até superiores ¢
sua capacidade de reten¢do no solo, recomenda-se equacionar a dose de residuosaorganicos
serem aplicados, tomando-se como base o nutriente, cuja quantidade seja satisfeita em menor
dosagem (MATOS, 2007).

Quando aplicados em capineiras (areas de cultivo de gramineas), via adubacao, os
residuos organicos animais contribuem para a manutencdo ou recuperacdo das caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, o que pode favorecer a manutenc¢ao da produtividade das
mesmas ao longo do tempo (SANTOS, 2016). As capineiras contribuem para a recuperacao das
pastagens, com a redugdo da pressdo de pastejo no periodo da seca, cuja qualidade do sol
normalmente é perdida em especial devido ao superpastejo, intensificado durante o periodo de
escassez de forragens. Nesse periodo, a suplementacéao alimentar com o uso de capineiras pod
permitir a manutencéo do peso corporal dos animais e a estabilidade na producéao leiteira, o que

diminui o pastejo e com isto diminui também a degradacdo das pastagens.



As capineiras podem ser formadas com capim elefante (Pennisetum purpureum Shum.),
uma graminea perende crescimento cespitoso, com folhas grandes e compridas, e colmo
cilindrico. Essa forrageira adapta-se a diferentes tipos de solo, com excecédo dos solos mal
drenados, com possiveis inundacoes, e pode ser cultivada em terrenos com declives de até 25
%, devido ao seu baixo controle da erosdo do solo. A planta € exigente em fertilidade e ndo
tolera baixo pH e a alta saturacéo de aluminio no solo. Sendo assim, a adubac¢ao de manutencac
se faz necesséria, devido, tanto as suas exigéncias, como pela extracdo de nutrientes com sui:
alta producdo, principalmente quando utilizado na forma de capineira (MOSS, 1964;
NASCIMENTO JUNIOR, 1981; ALCANTARA e BUFARAH, 1983; JACQUES, 1994;
DERESZ, 1999).

O capim elefante produz bons teores de proteina na fase de crescimento vegetativo, que
ocorre no inicio do periodo chuvoso (GUIMARAES et al., 2016). Devido & alta produtividade
no periodo chuvoso e decaimento do crescimento no periodo seco, podem ocorrer variacdes
nos valores nutricionais da planta forrageira, especialmente devido as baixas temperaturas e
precipitacbes no periodo seco (DAHER et al.,, 2017). Técnicas que visem melhorar as
caracteristicas agrondmicas e o valor nutricional do capim elefettem ser utilizadas para
melhorar a suplementagdo animal via capineira. Dentre as técnicas comumente utilizadas,
encontra-se a adubacdo de manutencdo, que pode ser introduzida com a utilizacdo de

tecnologias sociais.

Tecnologias sociais sdo opg¢des que buscam manejar os recursos da propriedade de
forma sustentavel e integrada, segundo os preceitos da agroecologia, sendo utilizadas
principalmente por comunidades socioeconomicamente vulneraveis como agricultores
familiares (SERAFIM et al., 2013). Os residuos organicos, que podem ser de origem animal,
quando aplicados no solo, contrdmpara a restituicdo e ciclagem dos nutrientes (OBORN et
al., 2005). A potencializacéo da ciclagem dos nutrientes a partir do uso de residuos organicos é
importante também para diminuir 0 uso de insumos externos aos agroecossistemas e aumentar
a sustentabilidade da agricultura. A ciclagem dos nutrientes, que esta entre os principios da
agroecologia, é potencializada a partir do manejo da matéria organica e estimulo da microbiota
do solo (ALTIERI e NICHOLLS, 2000).

Para estimular a microbiota do solo, diversas pesquisas tém estudado o efeito da
introducdo de microrganismos no solo, com a finalidade de mudar direta e indiretamente

comunidade microbiana do mesmo. A insergcdo desses microrganismos no solo pode ser feita
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através do uso de inoculantes, como a solucdo de EM (Effective Microorganisms), uma
tecnologia social que visa utilizar seres que coexistem em meio liquido com a presenca de
metabolitos provenientes de um processo de fermentacédo benéfica (AMBIEM, 2008). Dentre
as diversas funcdes do EM, sdo mais evidentes e comprovadas em algumas pesquisas o0 efeitc
do EM sobre: O crescimento de plantas (KHALIQ ET AL. 2006; HU E QI 2013); aceleracéo

da decomposicdo de residuos organicos, com consequente disponibilizacdo de nutrientes as
culturas (DALY E STEWART 1999; JAVAID E BAJWA 2011; SHARIF ET AL. 2015); e
intensificagdo do processo de germinacdo de sementes (KHAN ET AL. 2006; MOWA E
MAASS 2012; SANTOS, 2016). Esses microrganismos produzem substancias bioativas e
promovem a competicdo e antagonismo com patégenos que propiciam a manutencdo do
equilibrio natural dos ecossistemas (CONDOR-GOLEC et al., 2007).

O EM aumenta a diversidade e o nimero de microrganismos naturais que bermeficiam
solo, sendo formado principalmente por comunidades de bactérias e fungos encontrados em
plantas e em solos ndo degradados que convivem em meio liquido (HIGA, 2000; BONFIM et
al., 2011). A composicao deM, verificada por Santos (2016), com EM comercial e EM de
agricultores familiares da Zona da Mata, foi principalmente de bactérias, seguidas pgr fungos

tendo como os filos comuns, Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria e Synergistetes.

Segundo Santos (2016), a estratégia de utilizacdo do EM pode ser benéfico nas culturas,
porém, depende da origem e da composicdo microbiolégica desse inoculante, e a presenca ou
nao do esterco bovino. Santos (2016) encontrou que os EMs em conjunto com o esterco bovino
tém potencial de aumentar os teores de proteina bruta (PB) e diminuir os de fibra em detergente
neutro (FDN), quando aplicados em capim-marandu. Dessa forma, nota-se que o uso do EM
associado a alguma fonte de residuo organico pode trazer resultados positivos na composicao

nutricional de gramineas.

Além disso, a quantidade e o niUmero de espécies de microrganismos que habitam o solo
variam muito de regido para regido, de acordo com as condi¢Bes edafocliméaticas e 0 manejo
realizado nos agroecossistemas. O EM produzido em diferentes locais podem ser diferentes
entre si, 0 que traz resultados diferentes, positivos ou antagonicos. Afim de investigar diferencas
no perfil microbiano, analises de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a eletroforese em ge
com gradiente desnaturante (DGGE) tém sido realizadas em estudos com microrganismos
eficientes (VAN VLIET et al., 2006; GAGGIA et al., 2013).



As informacdes sobre o efeito do EM no crescimento, composi¢cao quimica e mineral,
bem como informac¢des sobre a composicdo microbiana de EMs em solos cultivados com
gramineas, sao escassas na literatura acessada, principalmente em relagdo ao EM “caseiro”. O
presente trabalho pretendeu responder aos seguintes questionamentos: Os residuosorganicos
EM alteram positivamente as caracteristicas agrondmicas e nutricionais do capim elefante? Os

residuos organicos e EM podem melhorar as propriedades microbioldgicas do solo?

Sendo assim, o0 objetivo geral desta pesquisa foi analisar se os residuos animais,
associados ou nao ao uso de microrganismos eficientes (EM), melhoram a produtividade de
capim elefante. Especificamente, objetivou-se avaliar se o uso de residuos orgéanicos,
associados ou ndo ao EM, melhoram as caracteristicas nutricionais e agronémicas do capim
elefante (Capitulo 1), e modificam o perfil da comunidade de FMA e bactérias do solo (Capitulo
2).
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CAPITULO |

PRODUCAO E VALOR NUTRICIONAL DE CAPIM ELEFANTE ADUBADO COM
RESIDUOS ANIMAIS E MICRORGANISMOS EFICIENTES

RESUMO - As forrageiras sdo as principais fontes de alimentacdo dos ruminantes. Dentre as
grammneas, tenseo capim elefante, que possui alto potencial de produtividade de biomassa. A
utilizacdo de residuos sélidos como fonte de adubacédo orgénica reduz custos de producéo e
melhora as propriedades fisico-quimicas do solo e da planta, aumentando a sustentabilidade dos
agroecossistemas. O uso de EM (Microrganismos Eficientes) auxilia no crescimento e
desenvolvimento de plantas e na degradacao de compostos organicos. Sendo assim, objetivou-
se analisar se os residuos sélidos de bovinos, suinos e cama de frango, associados ou néo a
uso de microrganismos eficientes (EM), incrementam as caracteristicas agronémicas, quimico-
bromatoldgicas €e mineraisdo capim elefante. O experimento foi implementado na fazenda
Boa Vista, distrito de Cachoeira de Santa Cruz, Vigosa-MG, pertencente a Universidade Federal
de Vicosa (UFV). Primeiramente, foi feita a anélise do solo e dos residuos orgéanicos, em
laboratério, para obtencdo das caracteristicas fisico-quimicas. O EM foi produzido e
incorporado com o uso de um pulverizador, na area experimental, apos a aplicacdo dos residuos
curtidos. A dose de composto aplicada no capim elefante foi com base no teor de nitrogénio de
cada residuo, de acordo com a exigéncia da cudeaperimento foi conduzido em esquema

de parcelas subdivididas, com delineamento em quadrado latino, com quatro repeticées. A
parcelas, foram compostas pelos tratamentos: testemunha, excretas de suinos, bovinos e cam:
de frango; e, nas subparcelas, foram aplicados ou ndo o EM, obtendo-se o total de 32 unidades
experimentais de 10 ‘mcada. Nos cortes, foram avaliadas no capim, as caracteristicas
morfolégicas, bromatolégicas e de minerais (céalcio, fésforo, magnésio, sédio e potassio). Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando houve significancia, as
médias de tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de significancia,
utilizando-se o programa SAS 9.4 na funcdo PROC MIXEBm base nos resultados, nao
houve efeito significativo do EM, tendo efe{te<0,05) da adubacéo organica nas variaveis de
crescimento, com aumentos em até 178,2 % em relacdo ao tratamento controle. Conclui-se que
a cama de frango foi o residuo que apresentou melhores resultados na produtividade do capim

em relacdo aos demais, porém com menores teores de mineraispgp@ita producao,



provavelmente removeu grande quantidade de nutrientes, mas nao proporcional ao aumento da

producao.

Palavras-chave:Adubos organicos, capim agroecoldgico, forrageira, inoculantes, nutrientes.

PRODUCTION AND NUTRITIONAL VALUE OF ELEPHANT GRASS FERTILIZED
WITH ANIMALS RESIDUES AND EFFECTIVE MICROORGANISMS

ABSTRACT - Forages are the main sources of feed for ruminants. Among the grasses, there
is elephant grass, which has a high biomass productivity potential. The use of solid waste as a
source of organic fertilization reduces production costs and improves the physical and chemical
properties of soil and plant, increasing the sustainability of agroecosystems. The use of EM
(Effective Microorganisms) assists in the growth and development of plants and the degradation
of organic compounds. Thus, the objective was to analyze if solid residues of bovine, swine and
chicken litter, associated or not to the use of EM, increase the agronomic, chemical and minerals
characteristics of elephantgrass. The experiment was carried out on the Boa Vista farm,
Cachoeira de Santa Cruz district, Vicosa-MG, belonging to the Federal University of Vicosa
(UFV). Firstly, the soil and organic residues were analyzed in the laboratory to obtain the
physicochemical characteristics. The EM was produced and incorporated with a sprayer, in the
experimental area, after the application of the tanned residues. The dose of compound applied
on elephantgrass was based on the nitrogen content of each residue, according to the crop
requirement. The experiment was conducted in a subdivided parcels scheme, in Latin square
design, with four replications. The parcels were composed by the treatments: control, excreta
of pigs, cattle and litter of chicken; and, in the subplots, the EM was applied or not, obtaining
a total of 32 experimental units of 10° mach. The morphological, chemical and mineral
characteristics (calcium, phosphorus, magnesium, sodium and potassium) were evaluated in the
cuttings. Data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and, when there was
significance, the means of treatments were compared by the Tukey test, at the 5 % level of
significance, using the SAS 9.4 program in the PROC MIXED function. Based on the results,
there was no significant effect of EM, with effect (P <0.05) on organic fertilization in the growth
variables, which increases up to 178,2 % in relation to the control treatment. It can be concluded
that the chicken litter was the residue that presented better results in the grass productivity in
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relation to the others, but with lower levels of minerals, since its high production probably
removed a great amount of nutrients, but not proportional to the increase of the production.

Keywords: Agroecological grass, forage, inoculants, nutrients, organic fertilizers.

1 INTRODUCAO

As plantas forrageiras sdo a principal fonte nutritiva, indispensaveis a mantenca,
producdo e/ou crescimento dos ruminantes. Na selecdo da graminea a ser a ser utilizada no
processo de producdo, devem ser obses/ad condicdes edafoclimaticas da regido,
analisando, também, o valor nutricional e a produtividade forrageira.

Dentre as gramineas, o capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.) apresenta
grande potencial de producdo de biomassa. Esse capim, de origem africana, foi inicialmente
utilizado como capineira, para fornecimento picado verde ou conservado, sendo também
utilizado como feno, silagem e pastagem (TEIXEIRA, 2013). O capim-elefante apresenta
colmos eretos e cilindricos, crescimento cespitoso, com altura variavel de 3,5 a 6,0 metros,
diametro de até 2,5 cm, raizes grossas e rizomatosasiinflorescéncias classificadas como
paniculas espiciformes. As folhas deste capim atingem até 1,25 m de comprimento por 4,0 cm
de largura, apresentam disposicao alternada, bainha lanosa, fina e estriada, nervura central larga
e de cor mais clara, e ligula ciliada e curta (PEREIRA et al., 2010).

O capim elefante é exigente em fertilidade do solo, ndo apresenta resisténcia ou
tolerancia a geadas e locais expostos a inundacfes e grandes periodos de encharcamento
entretanto, suporta bem a seca e queimadas (FARIA, E¥88)capim desenvolve-se melhor
em faixas de temperaturas que variam de 18 a 30°C, precipitacdes pluviométricas entre 800 e
4.000 mm, e altitudes do nivel do mar de até 2.200 m (JACQUES, 1997).

Entre 2000 e 2015, o uso de fertilizantes no Brasil cresceu 87 %, entretanto, a producao
de fertilizantes € inferior a demanda nacional. Com isso, a dependéncia em relacdo as
importacdes aumenta ano apos ano, e, em 2015, cerca de 65 % do consumo total de fertilizantes
foi suprido por importagcées (CRUZ et al., 20XZdmo fonte alternativa de adubacéo, tém-se
a adubacdo organica, que auxilia na reducdo dos custos de producdo, no incremento ou

conservacao do estoque de matéria organica e melhoria das propriedades fisico-quimicas do
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solo, afim de garantir a qualidade do s@oa sustentabilidade dos agroecossistemas
(FAVORETTO, 2007).

Cruz et al. (2017), ao analisarem no Brasil a geracdo média de residuos por animais, 0
tamanho do rebanho nacional e a composicdo média de nutrientes presentes nos residuos,
calcularam que os macronutrientes primarios (nitrogénio, fosforo e potassio) presentes nos
residuos da pecuaria em 2015, contando-se apenas suinos, bovinos e aves de corte, totalizaran
4,2 milhdes de toneladas, representando 31% do consumo anual. Em 2015, a demanda total de
fertilizantes foi de 30,2 milhdes de toneladas, das quais 13,7 milhdes representavam o total de
macronutrientes primarios (IPNI, 2019). Se analisados apenas residuos de bovinos, suinos, aves
de corte e sucroalcooleiro, o potencial de economia de nutrientes chega a 1.900 mil toneladas
por ano, o que representa 14 % de toda a demanda por macronutrientes de 2015. Neste ano, ¢
mercado potencial financeiro dos residuos disponiveis nos setores sucroalcooleiro, suinocultor
e avicultor foi de, aproximadamente, US$ 1,1 bilhdo (CRUZ et al., 2017). A utilizacdo de
residuos organicos, como excretas de animais, libera de forma gradativa e lenta os nutrientes
no solo, acrescendo a quantidade de matéria organica, solubilizando gradualmente micro e
macrominerais (MENEZES et al., 2004).

O uso eficiente do nitrogénio pelos vegetais, como as gramineas, para a metabolizacéo
de proteinas fundamentais para o crescimento e desenvolvimento da planta (LOPES) 1998)
aumento na produtividade acontecem quando ha equilibrio de nutrientes no solo, favorecendo
0s processos de absorcdo pela planta (CORSI; NUSSIO). I9@2pim elefante possui alta
produtividade (QUESADA et al., 2004), sob condi¢cbes ideais de crescimento, e € capaz de
acumular acima de 60 Mg.hade massa seca por ano (MORAIS et al., 2009). Porém, ha
estacionalidade da producao, em que 80% do capim elefante é produzido no periodo das chuvas
(DERESZ, 1999). Além disso, na superficie do solo, uma pequena proporcéo é constituida de
matéria organica, onde a atividade microbiana aumenta a incorporagao de residuos organicos
no solo, acrescendo a absorcdo de nutrientes pela planta (MAIA; CANTARUTI, 2004;
ROGERI et al., 2015).

Uma forma de aumentar a inclusdo de microrganismos no solo é através do uso de
inoculantes, dentre os quais tém-se os Microrganismos Eficientes (EM). A metodologia
proposta do EM, foi inicialmente desenvolvida pelo professor japonés Teruo Higa, com a
finalidade de otimizar o uso da matéria organica na agricultura n&ssalsolucdécomposta
por um conjunto de microrganismos, principalmente por bactérias e fungos (SANTOS, 2016)

em que se utiliza uma fonte de carboidratos para atrai-los e depois se desenvolverem em meio
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liguido enriquecido com alguma fonte de sacarose. Esse inOculo passa por processos

fermentativos, sendo proprio para uso apds cessar a fermefB&yabIM et al., 2011).

O objetivo dessa pesquisa foi analisar se os residuos sélidos de suinos, bovinos e cama
de frango, associados ou ndao ao uso de microrganismos eficientes (EM), melhoram a
produtividade, as caracteristicas quimico-bromatolégicesminerais do capim elefante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O experimento foi conduzido entre fevereiro e novembro de 2018, em area experimental
localizada no sitio Boa Vista, distrito de Cachoeira de Santa Cruz, em Vigcosa-MG, pertencente
a Universidade Federal de Vigosa (UFV). O local faz parte da regido da ZoraaddeMMinas
Gerais e tem como coordenadas geograficas a posi¢ao 20°45°20” de latitude Sul e 45°52°40”
de longitude Oeste de Greenwich e altitude de 703 m. O clima é do tipo Cwa (mesotérmico)
segundo classificacdo de Koppen e Geiger, com duas estacdes bem definidas, com verdes
quentes e umidos e invernos frios e secos. A precipitacao pluviométrica média anual € de 1229
mm e a temperatura média anual é de 20,6°C (CLIMATE, 2018). Os dados climaticos do
municipio de Vicosa, MG foram computados pela Estacdo Climatolégica Principal de Vicosa,
localizada na UFV, durante o periodo experimental, de janeiro a julho de 2018. A temperatura
média minima e maxima mensal, durante o experimento, oscilou entre 15,6°C e 23,9°C,
respectivamente, e a média dos meses foi de 20,1°C. Ja a precipitacdo durante o experimento
foi de 1364,6 mm (Figura 1).
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Figura 1 — Médias mensais de temperatura maxima, minima e precipitacao, registradasicipimde Vigosa-
MG, durante o periodo experimental em 2018.

O capim elefante variedade Cameroon, foi plantado em novembro de 2014, o solo foi
preparado com aracdo e gradagem a 0,3 m da superficie, o plantio foi feito em linhas, com
espacamento de um metro entre sulcos e 30 centimetros de profundidade. As mudas foram
dispostas em fileira dupla dentro dos sulcos previamente adubados com doses vafiadeis de
8 e 12 ton.n& de cama de aviario, no fundo do sulco (TRINDADE, 2016).

2.2 Caracterizacédo e descricao do solo e residuos organicos

No presente trabalho, com o capim elefante estabelecido, foram feitas coletas de
amostras compostas de solo com o auxilio de um trado holandés, a profundidade de 0-20 cm
do solo, para analise de suas caracteristicas fisicas e quimicas, antes da instalagdo do novc

experimento.

O solo da area experimental € classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo, sendo
satisfatério para a cultura utilizada, o capim elefante. As analises do solo sdo necessarias para
verificar a necessidade de ajuste dos teores de nutrientes no solo e do pH, de acordo com a
exigéncia da forrageira. As caracteristicas quimicas do solo antes da aplicacéo dos tratamentos

foram apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1- Atributos quimicos do solda &area experimental anterior a instalacdo do novo experimento, em
Vicosa-MG, 2018
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Caracteristicas Com esterco Sem esterco
pH HO 6,43 6,29
P (mg/dn3) 4,70 13,80
K(mg/dn?) 30,00 34,00
Ca&* (cmol/dn?) 4,81 4,49
Mg?* cmok/dn?) 2,13 2,04
Al?* (cmol/dm?) 0 0
H *Al (cmold/dn?) 2,40 2,90
SB (cmok/dnr) 7,02 6,62
t (cmok/dm®) 7,02 9,52
T (cmok/dm?) 9,42 69,50
V (%) 74,50 69,50
m (%) 0 0
MO (dag/kg) 4,66 4,12
P-Rem (mg/L) 26,30 28,40

Legenda: pH (Potencial Hidrogenibnico); P (Fdsforo); K (Potassio);?*CgCalcio); Mg?*
(Magnésio); A¥ (Aluminio); H + Al (Acidez Trocavel); SB (Soma de Bases Trocaveis); CTC (t)
(Capacidade de Troca Catibnica Efetiva); CTC (T) (Capacidade de Troca Cati6hca @;pV
(indice de Saturacéo de Bases); m (indice de Saturacdo de Aluminio); MO (Mat@méc@),gP-
rem (Fésforo remanescente).

Foram avaliados os residuos organicos de cama de frango, esterco bovino e de suinos,
por serem mais facilmente encontrados em Vigd€§anas propriedades de produtores rurais.
Antes de serem aplicados, os residuos foram curtidos, umedecidos e revirados a cada dois dias
até a maturacéo, por 60 dias, apGs esse processo, foram cobertos com lona. Esse procediment
é feito afim de matar patdgenos indesejaveis e evitar queimar a planta. As caracteristicas de

composicao quimica dos residuos foram o avaliadas apds a compostagem.

Foram feitas analises da composicao quimica dos residuos (Tabela 2), sendo os minerais
determinados no extrato acido (acido nitrico com acido perclérico), com as amostras secas em

edufa a 75°C. O carbono organico foi determinado pelo método Walkley-Black.
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Tabela 2— Caracteristicas quimicas dos residuos organicos avaliados apos a compostagienseMG, 2018

Caracteristicas Suino Bovino Cama de frango
N (%) 2,96 2,71 2,59
P (%) 2,16 0,79 1,62
K (%) 0,88 2,00 3,36
Ca (%) 3,50 1,43 2,67
Mg (%) 0,78 0,55 0,61
Na (%) 0,12 0,29 0,23
S (%) 0,68 0,63 0,71
CO (%) 15,60 23,71 20,74
C/N 5,27 8,74 8,00
Zn (ppm) 3251 140 372
Fe (ppm) 20918 12016 15577
Mn (ppm) 612 1157 975
Cu (ppm) 524 41 81
B (ppm) 18,60 21,30 66,10
pH (H0) 8,03 7,02 7,03
Teor de umidade ao ar 31,02 35,50 23,72
(%)
Teor de umidade em 45,34 42,68 32,68

estufaa 75 °C (%)
Legenda: N (Nitrogénio); P (Fosforo); K (Potassio); T4Calcio); Mg* (Magnésio); Na (Saodio); S (Enxofre);
CO (Carbono Orgénico); C/N (Relacdo de Carbono e Nitrogénio); Zn (ZincgFeFR®), Mn (Manganés); Cu
(Cobre), B (Boro); pH (Potencial Hidrogenibnico).

Apos o corte de uniformizacao, através do teor de nitrogénio determinado pelo método
de Kjeldahl, foram feitos os calculos da quantidade de esterco bovino, suino e cama de frango
que foram aplicados na area experimental. Foram aplicados 18 t/ha de esterco bovino, 17 t/ha
de suino e 16 t/ha de cama de frango. Para o célculo da adubacéo organica, a férmula utilizada

foi a mesma de Carmo e Freitas (2016):

X =

(1%0) x (1g) (%)

X = quantidade de fertilizante organico (kg/ha).
A = quantidade de nutriente N a aplicar (kg/ha).
B = teor de massa seca do fertilizante (%).

C = teor de nutriente N na massa seca.

D = indice de conversédo da forma orgéanica para mineral (%).
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Para a preparacao da solucdo de EM, seguiu-se a metodologia descrita por Bonfim et al.
(2011). Cozinhou-se 700 gramas de arroz sem sal, armageaoutelhas de barro, cobriu-se
com tela fina e depositou-se em mata nativa da Fazenda Boa Vista. As telhas com arroz foram
cobertas com a serapilheira do local e com o solo, respectivamente. Apés 15 diasseaketou-
partes do arroz, que ficaram com as colora¢gées amarelada, alaranjada e vermelha. Em seguida,
para obter o EM, o arroz coletado foi colocado em garrafas de plastico de 2 L, com 200 mg de
acucar mascavo em p6 em cada recipiente, e completou-se o restante com agua da nascente d
fazenda. As garrafas foram fechadas e estocadas a sombra, sendo o gas acumulado liberado
abrindo-se a tampa da garrafa, até cessar o processo fermentativo. Apds essas etapas, o EM
estava pronto para ser aplicaBosterior a aplicacdo dos residuos, houve pulverizacdo da dgua
sem ou com EM. Na primeira aplicacao de EM, logo apos a aplicacéo dos residuos, utilizou-se
a diluicdo 1:1000 (v:v). Quarenta e cinco dias apos foi feita a segunda aplicacdo na diluicdo

para 1:3 (V:v).

2.3 Delineamento experimental e distribuicdo dos tratamentos

O experimento foi em esquema de parcelas subdivididas no delineamento quadrado latino
(DQL) 4 x 4. Nas parcelas, foram casualizados os quatro tipos de adubacéo (testemunha,
residuos sélidos de suinos, residuos sélidos de bovinos e residuos sélidos de frangos (cama de
frango) curtidoske nas subparcelas foram casualizados tratamentos com ou sem EM. Foram
constituidos, portanto, oito tratamentos e quatro repeticdes, totalizando 32 unidades
experimentais de 103perfazendo 320 f

No inicio do experimento, fevereiro de 2018, referente ao periodo chuvoso, foi feito o
corte de uniformizacao e a aplicacdo dos estercos seguindo o delineamento. O corte posterior
foi feito apds cinco meses, no periodo da seca, em julho de 2018. Os tratamentos foram
casualizados conforme croqui mostradd-igura 2.
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Legenda: C; e Cry Capim elefante testernunha sem ou com EM; C; e Cq- Capim elefante com residuos
solidos de suinos, sem ou com EM: C; e Cy,y: Capim elefante com residuos solidos de bovinos, sem ou
com EM; G; e Cqy,c Capim elefante com residuos solidos de frangos (cama de frango). sem ou com EM.
L1: Linha 1; C1: Cohma 1. Os niimeros nas linhas, sio referentes aos quatro blocos.

Figura 2 — Croqui para DQL 4 x 4, em parcelas subdivididas, sendo o tipo de adubfatéo primario e EM o
secundario em experimento com capim elefante, em Vigiiza-

2.4 Avaliacbes agrondmicas, composicao quimica e analise de minerais

Nas épocas correspondentes aos cortes, fevereiro e julho de 2018, foram feitas avaliacdes
do desenvolvimento da parte aérea, através de medi¢Bes das caracteristicas agronémicas da
plantas. As caracteristicas avaliadas nas plantas foram: didmetro do caule (DC) com paquimetro
universal, altura das plantas (AP) com uma trena, nimero de plantas (NP) por parcela por
hectare, massa verde (MV) da planta inteira que foi pesada com balancaeuassh seca

(MS).

Apoés as analises de produtividade da planta, foram feitas as analises bromatoldgicas
seguindo a metodologia descrita por Detmann et al. (2@&&2amostras colhidas foram
cortadas e submetidas a pré-secagem a 55 °C, em estufa com ventilagédo forcada de ar, até pes
constante. Apds a secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo Willey com peneira de
1 mm e determinados os teores de massa seca (MS), massa organica (MS - cinzas), proteina
bruta (PB) obtida pelo produto entre o teor de nitrogénio total e o fator 6,25, extrato etéreo (EE),
solucdo minerag fosforo (P, lido em espectofotdmetro de luz visivel). Os teores de fibra em
detergente neutro (FDN) e FDN corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) foram determinados
utilizando-se o método do autoclave e cadinhos filtrantes, segundo Barbosa et al. (2015). Os
carboidratos nao fibrosos (CNF) foram calculados pela equagao proposta por Hall et al. (1997):
CNF = 100- (%PB + %EE + %Cinzas + %FDNcp). A partir da solucdo mineral, foram
determinados pelo espectrometro de absorcao atdmica os teores de calcio (Ca), magneésio (Mg)
e, no espectrometro de absorcdo atbmica em chamas, o os teores de sodio (Na) e potassio (K).
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Efetuou-se a anadlise de variancia (ANOVA) e, quando significativo, as médias de
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de significancia, utilizando
o procedimento PROC MIXED do programa SAS 9.4.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados os dados relacionados aos componentes morfogénicos do capim-
elefante em funcéo de diferentes adubos organicos (cama de frango e estercos suino e bovino)

e aplicacao de EM (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristiasde crescimento de capim elefante aos 150 dias de rebrota em furadobdeéo

orgéanica e aplicacdo de microrganismos eficientes (EM) em Vicosa-MG, 2018

Adubacéo organica P valor da ANOVA
Variavel Cama Esterco Esterco Controle EPM Adub EM Adubx
de bovino suino EM
frango
AP (cm) 253a 231a 226ab 197b 0,084 0,018 0,438 0,207
DC (mm) 15,8a 14,9ab 13,8ab 13,0b 0,544 0,040 0,965 0,075
NP 197,5 185 160 140 17,29 0,188 0,861 0,394

(x1000/ha)
MV (t/ha) 63,7a 54,1a 39,1ab 22,9p 5,14 0,006 0,758 0,576

MS (t/ha) 16,7a 14,7a 11,3ab 6,46b 1,32 0,007 0,859 0,481

Legenda: AP (altura da planta); DC (diametro de colmo); NP (nimero de plantasjmdssa verde); MS (massa
seca) EPM (erro padrao da média); Adub (adubacao organica); EM (microrgenéfivientes). Médias com pelo
menos uma mesma letra mindscula desigual (nas linhas) diferem enpedosieste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

N&o houve interacéo entre adubacado organica e a aplicacdo de EM e nem da aplicacéo
do EM (P > 0,05) sobre as variaveis AP, DC, MV e MS. Houve efeito de adubacao sobre estas
variaveis (P < 0,05), ndo ocorrendo efeito de adubacdo apenas para o numero de plantas por
hectare (P = 0,188). A adubacé&o do capim elefante com a cama de frango apresentou melhores
resultados em quase todas as variaveis avaliadas, em relacdo aos outros residuos. Dentre o
residuos animais utilizados, o esterco suino foi 0 menos eficiente, em relacdo as meédias
estimadas de produtividade avaliadas, embora ndo diferindo estatisticamente dos demais

residuos organicos (Tabela 3).
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N&o se evidenciou o efeito do EM nas variaveis produtivas, bromatolégicas e minerais
do capim cultivado em solo com residuos de suinos, bovinos e cama de frango. Os estercos
podem conter os nutrientes necessarios patanta, nas condi¢cdes e dosagens adotadas no
trabalho. Van Vliet et al. (2006) encontraram resultados semelhantes, no qual a aplicacéo de

EM no esterco ndo afetou a producéao de biomassa em Lolium Perenne.

Nota-se, através das médias estimadas, que houve um incremento em todos as variaveis
de crescimento em relacdo ao tratamento controte, destaque para a producdo de massa
verde (MV) e de massa seca (MS), que aumentaram 17815805 %, respectivamente, quase
triplicando a produtividade de areas ndo adubadas. Na avaliagdo da producdo decmassa se
dos cultivares de capim-elefante Napier e Cameroon, Lima et al. (2007) encontraram valores
entre 7,30 e 14,50 t MS/ha para o capim colhido aos 56 dias de crescimento. No presente
trabalho, o capim foi colhido em torno de 150 dias apés o corte de uniformizacéo e aplicacdo
dos tratamentos e apresentou a producdo de massa seca superior ao valor maximo encontradc
por Lima et al. (2007), para o esterco de bovinos e cama de frango. Além dissci@ distac
ano e a pluviosidade influenciam diretamente na produtividade do capim. Durante o presente
estudo, a precipitacao foi de 1364,6 mm, acima da média anual para a regido, de 1299 mm
(UFV, 2018) sendo um dos fatores que podem justificar a boa produtividade do capim elefante

e que poderia ser maior com o corte no verao chuvoso.

Foram analisadas a composicdo quimica e bromatolégica do capim-elefante em funcéo
de diferentes adubos orgénicos (cama de frango e estercos suino e bovino) e a aplicacdo de

microrganismos eficientes (Tabela 4).
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Tabela 4—- Composicao quimico-bromatologica (% da MS) de capim elefante aos 1%@ dietsrota em funcao
de adubacdao organica e aplicacdo de microrganismos eficientes (EM) em VicosaiBIG, 20

Adubacéo organica P valor da ANOVA
% de Cama Esterco Esterco Controle EPM Adub EM AdubxE
MS de bovino suino M
frango

PB 4,16 3,32 3,68 421 0,324 0,268 0,686 0,779
EE 1,66 1,55 1,68 1,42 0,170 0,710 0,723 0,879
FDNcp 78,0a 78,0a 77,7a 754a 0,533 0,039 0,624 0,448
CNF 7,55 9,19 9,25 896 0,519 0,167 0,660 0,680
Cinzas 7,04 6,19 6,12 6,75 0,251 0,109 0,811 0,975
Ca 0,233 0,213 0,226 0,236 0,0146 0,707 0,808 0,516
P 0,136¢c 0,142bc 0,168ab 0,188a 0,005 0,002 0,346 0,508
Mg 0,269c 0,401b 0,421b 0,551a 0,026 0,002 0,050 0,138
K 1,075a 0,478b 0,329b 0,207b 0,056 0,0001 0,124 0,849
Na ND ND ND ND - - - -

Legenda: PB (Proteina Bruta); EE (Extrato Etéreo); FNPcp (Fibra em Detergente Neutrorcegiicale cinzas
e proteina); CNF (Carboidratos néo fibrosos); Ca (Célcio); P (Fésforaisignésio); K (Potassio); Na (Sodio);
ND (néo detectado). EPM (Erro Padrdo da Média); Adub (adubacgédo organicétietbrganismos Eficientes).
Médias com pelo menos uma mesma letra minascula desigual (nas linhas) difeeesi) peto teste de Tukey a
5 % de probabilidade.

Para as caracteristicas de composicdo quimico-bromatolégica do capim elefante a
interacdo entre os fatores foi ndo significante (P > 0,05). Ndo houve efeito significativo de
adubacao &M, exceto efeito de adubacdo organica sobre o FDNcp, mas nao evidenciado no
teste de média. Houve efeito significati< 0,05) de adubacé&o orgéanica para os minerais P,

Mg e K. O teor médio de P foi maior no controle e no esterco suino, e menor na cama de frango
e bovino. A concentracdo média de Mg foi maior também no controle, seguido dos estercos
suino e bovino, que né&o diferiram entre si, e menor concentragdo na cama de frango. O potassio
se apresentou em maior teor médio na cama de frango, sendo que os demais tratamentos nac
diferiram entre si (Tabela 4).

Os resultados obtidos nessa pesquisa EiMn sem efeito significativo, mostram-se
contrarios aos obtidos por Santos (2016), que encontrou o teor de PB de até 15,39 % no capim-
marandu adubado com esterco bovino e EM, acima do esperado para a cultura que varia de 8,1
a 12,5 % de PB. Teores elevados de nitrogénio em algodao (Khalig et al., 2800&)p&Hu
e Qi 2013) e girassol (Sharif et al., 2015) foram encontrados quando EM e matéria organica

foram combinados, sendo que no ultimo também foi adicionado o fosfato de rocha.
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Em relacdo aos minerais, h& contribuicdo tanto de nitrogénio, quanto de outros
nutrientes, dentre eles o fésforo e potassio, responsivos também para a producéo da forrageira.
De acordo com Carvalho et al. (1997), forrageiras, como o0 Pennisetum purpureum Schum
(Capim elefante), possuem alto potencial de produtividade, porém elevada taxa de remocéao de
nutrientes. Esse fator pode justificar a redugdo de minerais no capim elefante (Tabela 4)
proporcionalmente ao aumento produtividade (Tabela 3), podendo ser comparado com 0s
valores dos minerais nos residuos antes da aplicacéo (Tabela 2). Ha grande remocéao de potassic
por plantas que ndo recebem adubacdo potassica, que podem produzir cerca de 30 % da
producdo maxima em relacdo as plantas com melhor quantidade de potassio. Além disso,
nutrientes como Ca e Mg também sado extraidos pelo capim e, consequentemente, do solo,
influenciando na qualidade da forragem (ARRUDA, 2014).

A cama de frango contém alta concentracédo de nutrientes, pois as aves aproveitam pouco
as ragdes, consumindo de 40 a 60 %, eliminando o restante via excre¢do (KONZEN, 2003).
Além disso, o nitrogénio fica disponivel na cama de frango, no primeiro ano em 50 %, no
segundo ano em 20 % e nos préximos anos em 30 % (MALAVOLTA,1981; KIEHL, 1985;
RIBEIRO et al., 1999), o que pode justificar resultados mais positivos de produtividade com o

uso da cama de frango.

A composicdo quimica da graminea pode sofrer alteracbes no valor nutritivo,
principalmente dos teores de carboidratos estruturais e lignina, em funcdo da época do ano,
idade, época de corte em relacdo a maturidade da planta, €la gart cortada (colmo ou
lamina), relacdo colmo/folha e da fertilidade do solo que pode ser manipulada por intermédio
de adubagdo (COSER e PEREIRA, 2001; TEIXEIRA, 2013; TRINDADE, 20D8)ersas
pesquisas observaram que ha aumento na producdo de MS do capim elefante e declinio nos
teores de PB, com aumento do intervalo dos cortes (MENDONCA et al.,1983; GONCALVES
e COSTA, 1987; TEIXEIRA PRIMO e RODRIGUES, 1991; COSTA e OLIVEIRA, 1993;
SANTANA et al.,1994; COSTA et al.,1995; MACHADO et al., 2008, MARTINS-COSTA et
al., 2008).

Dessa forma, conforme avancga a idade de corte, reduz os teores de PB e aumenta o
percentual de fragcdes pouco digeriveis como FDN. O capim da area experimental sofreu
diversos cortes e foi plantado no final de 2014, sendo que o corte analisado na pesquisa foi feito
no periodo do inverno e apds cinco meses do corte anterior, fatores estes que podem justificar

a reducéo na qualidade da forragem, embora tenha tido uma boa produtividade. A FDN acima
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de 60 % impacta de forma negativa o consumo pelos snnpara ndo ocorrer a diminuicao
na ingestdo animal involuntéria, o nivel minimo ideal na forragem é de 7 % de proteina bruta
(Van Soest, 1994). Elevados valores de FDN, como o0s encontrados nesta pesquisa, aumentam

as fracbes menos digeriveis pelos animais, como celulose, hemicelulose e lignina.

Estudos complementares devem ser conduzidos a respeito do EM. A literatura sobre os
mecanismos de acdo deste produto e sua utilizag&oassa, principalmente em gramineas.
Dessa forma, em forrageiras, sugere-se avaliar a aplicacdo do EM em outras espécies, com
diferentes dosagens e/ou diluicbes de EM, avaliar o efeito de cortes por mais tempo, testar
diferentes tipos de residuos organicos, aumentar a frequéncia de adubacao e realizar pré-teste
de degradacdo da matéria organica, complementando com analises de composicédo quimica e

de minerais.

4 CONCLUSOES
N&o ha efeito do EM sobre a produtividade, composi¢cao quimico-bromatoldgica e de
minerais do capim elefante e nem interacdo da adubacdo com o EM.

A adubacdo organica aumenta a produtividade, sendo que o residuo animal que
apresenta melhores caracteristicas morfogénicas do capim elefante e de produtividade sobre o

capim elefante é a cama de frango, seguida de esterco bovino e por ultimo esterco de suinos.
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CAPITULO I

DIVERSIDADE MICROBIANA DE SOLO CULTIVADO COM CAPIM ELEFANTE
INOCULADO COM MICRORGANISMOS EFICIENTES E COM  ADUBACAO
ORGANICA

RESUMO - Com a revolucdo verde, aumentou-se a degradacdo dos recursos naturais. Uma
alternativa para reduzir impactos em pastagens, é com o uso de plantas perenes, como o capin
elefante, graminea de alta produtividade, que necessita de adubacao. A adubacao orginica surg
como uma alternativa sustentavel, acessivel para o produtor rural e o uso de inoculantes como
EM (Microrganismos eficientes) auxiliam na decomposicdo da matéria organica,
disponibilizando mais facilmente os nutrientes necessarios para a planta e para o solo. Dentro
desse contexto, o0 objetivo dessa pesquisa foi verificar se os residuos organicos e o EM afetam
o perfil da comunidade microbiana do solo. A area experimental com capim elefante esta
localizada na fazenda Boa vista, pertencente a UFV, no distrito Cachoeira de Santa Cruz, em
Vicosa-MG. As parcelas receberam esterco bovino, suino, cama de frango e testemunha, as
quais foram subdivididas em aplicacdes com ou sem EM, no delineamento quadrado latino
(DQL). Foram oito tratamentos e quatro repeticdes, totalizando 32 unidades experimentais de
10 nt, perfazendo 320 fmAo final do experimento, foram coletadas com trado holandés, a
profundidade de 0-20 cm, amostras compostas de solo em cada subparcela. Parte dessas
amostras foram coletadas para analises das caracteristicas quimicas do solo e outra parte foi
acondicionada em freezer a -20°C. Extraiu-se e quantificou-se os esporos de FMA (Fungos
micorrizicos arbusculares) das amostras pela técnica de peneiramento Umido, bem como foram
avaliadas as amostras de solo em nivel molecular pela técnica PCR-DGGE. Os resultados
indicaram havehomogeneidade entre os grupos formados tanto para bactérias quanto para
FMA, independente do residuo aplicado e da subparcela ter recebido ou ndo EM. Houve maior
similaridade (84 %) entre os FMA, com predominancia de separacao de grupos que receberam
ou ndo EM. Houve baixa similaridade entre comunidades de bactérias, com 25 % de
similaridade entre dois grupos bem homogéneos quanto aos tratamentos aplicados. Foram feitas
analises estatisticas utilizando o SAS 9.4, na funcdo PROC MIXED, para a qugitifiea
abundancia total de esporos, indices de diversidade de FMA e bactérias. As variaveis que
tiveram efeito significativo (P < 0,05) foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade. Nao houve efeito significativo para abundancia de esporos de FMA. Houve

efeito significativo com a aplicacédo de EM para dominancia nas comunidades de FMA, porém
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reduziu-se os demais indices de diversidade. Os residuos organicos ndo afetaram o perfil da
comunidade microbiana e o EM afetou comunidade de FMA do solo com capim elefante

plantado.

Palavras-chave:DGGE, esporos, indices de diversidade, PCR, perfil microbiano.

MICROBIAL DIVERSITY OF SOIL CULTIVATED WITH ELEPHANT GRASS
INOCULATED WITH EFFECTIVE MICROORGANISMS AND WITH ORGANIC
FERTILIZATION

ABSTRACT - With the green revolution, the degradation of natural resources has increased.
An alternative to reduce impacts on pastures, is to use perennial plants, such as elephant grass,
a high productivity grass, which requires fertilization. Organic fertilization emerges as a
sustainable alternative, accessible to the rural producer and the use of inoculants such as EM
(effective microorganisms) helps in the decomposition of organic matter, making available the
nutrients needed for the plant and the soil more easily. Within this context, the objective of this
research was to verify if the organic residues and the EM affect the profile of the microbial
community of the soil. The experimental area of elephant grass is located on Boa Vista farm,
belonging to UFV, in Cachoeira de Santa Cruz, a district of Vicosa-MG. The parcels received
bovine manure, swine, chicken litter, and control, which were subdivided into applications with
or without EM, in the Latin square design. There were eight treatments and four replications,
totalizing 32 experimental units of 10°nin 320 nt. At the end of the experiment, samples
composed of soil in each subparcel were collected with a depth of 0-20 cm. Part of these
samples were collected for analysis of soil chemical characteristics and another pantaslas sto

in a freezer at -20 ° C. The spores of AMF (arbuscular mycorrhizal fungi) in the samples were
extracted and quantified by the wet sieving technique, as well as the soil samples were evaluated
at the molecular level by the PCR-DGGE technique. The results indicated that there was
homogeneity between the groups formed for both bacteria and AMF, regardless of the residue
applied and the sub parcel having received or not EM. There was greater similarity (84 %)
among AMF, with a predominance of separation of groups that receivedBkndthere was

a low similarity between bacterial communities, with 25 % similarity between two groups, well

homogeneous regarding the applied treatments. Statistical analyzes were perform848sing
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9.4, in the PROC MIXED function, for the quantification of total spore abundance, diversity
indexes of AMF and bacteria. The variables that had a significant effect (P < 0.05) was
compared by the Tukey test at 5 % of probability. There was a significant effect with the
application of EM for dominance inMF communities, but the other diversity indexes were
reduced. The organic residues did not affect the profile of the microbial community and the EM
affected the MF community of the soil with elephant grass planted.

Keywords: Diversity indexes, DGGE, microbial profile, PCR, Spores.

1 INTRODUCAO

A Revolucdo verde surgiu no século XX, permitindo a construcdo de um modelo
denominado de agricultura convencional, que priorizou o uso de agrotoxicos, cultivares de alto
rendimento em monocultivo, fertilizantes sintéticos, degradacdo dos recursos naturais e
simplificacédo dos agroecossistemas (DALGAARD et al., 2003). Neste contexto, para aprimorar
a fertilidade do solo é necessério usar a diversidade adequada de espécies de plantas e usa
plantas perenes para manter a fertilidade do solo, proteger contra a erosdo e desgaste dos
recursos naturais (ALTIERI, 2004).

O capim elefante (Pennisetum purpureum Schum.) é uma espécie perene com habito de
crescimento cespitoso, com inflorescéncias classificadas como paniculas e com caules do tipo
colmo, eretos, cilindricos e cheios (ALCANTARA et al., 1980). As plantas apresentam de 3,5
cm a 6,0 m de altura, com folhas distribuidas nos colmos de forma alternada em até 1,25 m de
comprimento por 4,0 cm de largura, e com raizes grossas e rizomatosas (PEREIRA et al., 2010).
O capim-elefante extrai grandes quantidades de nutrientes do solo, sendo insignificante a
reciclagem de nutrientes no sistema de capineira, uma vez que toda a forragem produzida é
retirada do local (PEREIRA et al., 2016).

Em busca de manter os nutrientes do solo e devido ao elevado valor dos adubos
minerais, com esgotamento de reservas finitas de minerais utilizados na fertilizacdo, faz-se
necessario que o produtor rural busque fontes alternativas de adubacdo, como os adubos
organicos (LANA, 2009; SOUTO et al., 2005). Dentre as alternativas de adubos organicos mais

acessiveis ao agricultor, tem-se os estercos bovinos, suinos e cama de frango. Esses adubo
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proporcionam ao agroecossistemas ganhos compensatorios em qualidade do solo e
produtividade, quando se compara com os adubos sintéticos (CAPORAL e COSTABEBER,
2000).

Como forma de melhorar o manejo de nutrientes, é importante o aumento no uso do
potencial biolégico (CARDOSO e KUYPER, 2006). Os tipos de culturas microbianas e
inoculantes disponiveis no mercado vem aumentando com as novas tecnologias, sendo
utilizados para superar problemas associados ao uso de fertilizantes quimicos e agrotoxicos,
aumentando, assim, o interesse de sua aplica¢do na agricultura (SINGH, 2011). Um inéculo de
culturas mistas que tem sido utilizado como tecnologia social para estimular a microbiota do
solo de matas, sdo os microrganismos eficientes (EM), conceito desenvolvido pelo Professor
Teuro higa, da Universidade de Ryukyus, no Japdo, que relatou na década 70 que uma
combinagcdo de aproximadamente 80 microrganismos diferentesesapazinfluenciar
positivamente a matéria organica em decomposicdo, de modo que ela se reverta em um processc
de promocéo da vida (NAMSIVAYAM et al., 2011).

Entre os microrganismos benéficos que podem efetivamente integrar o equilibrio
microbioldgico solo-planta, incluem bactérias do acido lactico, bactérias fotossintéticas, fungos
filamentosos (ou actinomicetos), leveduras e fungos micorrizicos (HIGA, 1995). A interacao
do ecossistema solo-planta com EM promove fornecimento de nutrientes através da
decomposicao de substratos organicos, equilibrio da microbiota do solo, crescimento vegetal e
reducédo de patégenos (HIGA e WIDIDANA, 2011).

Uma forma de avaliar o efeito da solu¢cdo de EM com os estercos e a microbiota do solo
é atraves de andlises de DNA, como a técnica PCR-DGGE, utilizada para esse trabalho. Uma
combinacdo de analises microbiolégicas e moleculares tem sido aplicada para caracterizar e
guantificar os principais grupos microbianos presentes na solucdo de EM (lactobacilos,
leveduras e bactérias aerébias) (VAN VLIET et al. 2006). Analises de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e a eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) também té
sido realizadas para investigar diferencas no perfil microbiano em estudos com microrganismos
eficientes (VAN VLIET et al. 2006; GAGGIA et al. 2013).

Apesar da utilizacado dos EMs em diversas areas, incluindo agricultura e pecuaria, ainda
nao é claro o respectivo perfil microbiano do solo e € pouco conhecido o efeito da@plicaca
EM nas gramineas tropicais (SANTOS, 2016). Diante deste contexto, objgtiverficar se
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os residuos orgéanicos e o EM afetam o perfil da comunidade microbiana do solo cultivado com
capim elefante.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e histérico da area

O experimento foi realizado no sitio Boa Vista, localizado no distrito de Cachoeira de
Santa Cruz, em Vicosa-MG, na regido da Zona daattencente a Universidade Federal de
Vicosa (UFV). O clima é do tipo Cwa (mesotérmico), segundo classificacdo de Koppen e
Geiger, altitude de 703 m, a precipitacdo pluviométrica média anual é de 1229 mm e a
temperatura média anual é de 20,6°C (CLIMATE, 2018).

No plantio de capim elefante variedade Cameroon, o solo foi preparado com aragao e
gradagem a 0,3 m da superficie. A area delineada em quadrado latino recebeu doses variaveis
de cama de frango em 0, 4, 8 e 12 ton/h@o fundo do sulco, que foram avaliados em
experimento anterior. O plantio foi feito em novembro de 2014, com espacamento de um metro
entre sulcos e 30 centimetros de profundidade, em linhas, sendo as mudas dispostas em fileira
dupla (TRINDADE, 2016).

2.2 Arranjo experimental e distribuicdo dos tratamentos

A area experimental compreende local com capim elefante pré-estabelecido, em que as
parcelas foram subdivididas no delineamento quadrado latino (DQL). Foram oito tratamentos
e quatro repeticdes, constituindo 32 unidades experimentais de?,18erfazendo 320 fm
(Figura 1)
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Cl Estrada

f A \

Ll{ 1Ct 1C 1Cqs 1Cq 1Cx 1Cru 1Czy 1Cy
2Cg 2Cau 2Cry 2Cg 2Cs 2Cas 2Cnt 2Cr
3Cs 3Csn 3Caru 3Cg 3Ct 3Crs 3Can 3Ce
4Cr 4Crmyg | 4Crus 4Cr 4Csg 4Cpgng 4Can 4Cs

Legenda: C; e Cy, - Capim elefante testemunha sem ou com EM; C; e Cq, - Capim elefante com residuos
solidos de suinos, sem ou com EM: C; e Cy,y: Capim elefante com residuos solidos de bovinos, sem ou
com EM; G; e Cqy,c Capim elefante com residuos solidos de frangos (cama de frango). sem ou com EM.
L1: Linha 1; C1: Cohma 1. Os niimeros nas linhas, sio referentes aos quatro blocos.

Figura 1 — Croqui para DQL 4 x 4, em parcelas subdivididas, sendo o tipo de adubatéiopsimario e EM o

secundéario em experimento com capim elefante, em Vigosa-MG.

Inicialmente, foram feitas coletas de amostras compostas de solo com o auxilio de um
trado holandés, a profundidade de 0-20 cm do solo, para analise de suas caracteristicas fisicas
e quimicas, antes da instalacdo do novo experimento. O solo da area experimental foi

classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo.

Nas parcelas, em fevereiro de 2018, foram casualizados 0s seguintes tratamentos: a)
testemunha; b) esterco de suinos, c) esterco de bovinos e d) cama de frango. Antes de sererr
aplicados, os estercos foram curtidos, umedecidos e revirados a cada dois dias até a temperature
de maturacao, posteriormente foram cobertos com lona. As analises de solo foram degerminada
de acordo com EMBRAPA (2011), através do extrato acido (acido nitrico com &cido
perclérico), sendo as amostras secas em estufa a 75°C. O método Walkley-Black foi utilizado
para determinagdo do carbono orgénico. Pelo método de Kjeldahl, foi determinado o teor de
nitrogénio, através desses valores em cada residuo, foram feitos os célculos da quantidade de
esterco bovino, suino e cama de frango que foram aplicados na area experimental. As
caracteristicas de composicdo quimica dos estercos foram avaliadas apdés a compostagem
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas dos estercos utilizados como adubo no cultivpiae etafante cv.
Cameroon, em Vicosa-MG, 2018

Caracteristicas Suino Bovino Cama de frango

N (%) 2,96 2,71 2,59
P (%) 2,16 0,79 1,62
K (%) 0,88 2,00 3,36
Ca (%) 3,50 1,43 2,67
Mg (%) 0,78 0,55 0,61
Na (%) 0,12 0,29 0,23
S (%) 0,68 0,63 0,71
CO (%) 15,60 23,71 20,74
C/N 5,27 8,74 8,00
Zn (ppm) 3251 140 372
Fe (ppm) 20918 12016 15577
Mn (ppm) 612 1157 975
Cu (ppm) 524 41 81
B (ppm) 18,60 21,30 66,10
pH (H0) 8,03 7,02 7,03

Teor de umidade 31,02 35,50 23,72

ao ar (%)

Teor de umidade 45,34 42,68 32,68

estufa 75 °C (%)
Legenda: N (Nitrogénio); P (Fésforo); K (Potassio); €4Calcio); Mg* (Magnésio); Na (Sodio); S (Enxofre);
CO (Carbono Orgénico); C/N (Relacdo de Carbono e Nitrogénio); Zn (ZincdlreF®), Mn (Manganés); Cu
(Cobre), B (Boro); pH (Potencial Hidrogenibnico).

A aplicacao dos estercos foi superficial e a lan¢o, apds o corte de uniformizacdo do capim,
por meio dos calculos obtidos com base no teor de nitrogénio, apresentados na Tabela 1. Sendo
assim, foram aplicados 18 t/ha de esterco bovino, 17 t/ha de suino e 16 t/ha de cama de frango,
em cada parcela, com repeticbes e houve pulverizacdo de agua sem ou com EM, nas
subparcelasNas subparcelas que néo receberam EM, aplicou-se 4gua da nascente do sitio Boa
Vista. O EM consistiu em microrganismos obtidos do solo de fragmento de Mata Atlantica da
fazenda Boa Vista, Vigcosa/MG, utilizando 700 g arroz cozido, sem sal, como fonte inicial de
crescimento dos microrganismos (BONFIM et al. 2011). Ap6s o crescimento visivel dos
microrganimos, o arroz com colénias coloridas de fungos e bactérias foi inoculado em garrafa
PET 2 L, com 200 g de acucar mascavo, completando-se o volume com agua de nascente do
sitio Boa Vista. A solugdo passou por processos fermentativos que quando cessaram (com

variacéo de 15 a 45 dias dependendo da solugéo), estava pronto para uso (BONFIM op. cit.).

Foram feitas cinco aplicacdo de EM rente ao solo durante o periodo experimental,
compreendido de fevereiro a novembro de 2018. Na primeira aplicacdo de EM, logo apos a

aplicacdo dos estercos, utilizou-se a diluicdo 1:1000 @48,dias apos realizou-se a segunda
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aplicacdo. A partir da segunda aplicacdo, ajustou-se a diluicdo 1:3 (v:v). O capim elefante foi
cortado novamente em julho de 2018 e a terceira aplicagéo foi feita em agosto, com a quarta e
quinta aplicacéo sendo feitas 30 e 60 dias ap0s a aplicacéo anterior. Dessa forma @ @plicaca

EM foi cessada no final de outubro.

Ao final do experimento, em meados de novembro de 2018, foram coletadas com trado
holandés, a profundidade de 0-20 cm, amostras compostas de solo em cada uma das 32 unidade
experimentais. Parte dessas amostras foram coletadas para andalises das caracteristicas quimice
do solo (Tabela 2) e outra parte foi acondicionada em freezer a -20°C até serem feitaseas anali
de contagem de esporos e analises moleculares incluindo extracdo de DNA, seguido por PCR-
DGGE.
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Tabela 2— Atributos quimicos do solda area experimental apos a instalagdo do novo experimento: Capim elefantertba sem ou com EM (CT e CTM); Capim elefante
com esterco de suinos, sem ou com EM (CS e CSM); Capim elefante com esberdoale sem ou com EM (CB e CBM); Capim elefante com esterco de fr@agas de
frango), sem ou com EM (CF e CFMM Vicosa-MG, 2018 (Inicio)

Amostra pH P K Ca’* Mg?* Al H*Al SB t T V. m MO P-Rem

| | mg/dm® | cmol/dm3 | %  [dag/kg| mg/L
1Cr 597 45 31 3,98 1,28 0 3,3 5,34 5,34 8,64 61,8 0 4,04 29,1
2Cr 6,26 6,2 34 474 1,44 0 2,5 6,27 6,27 877 715 0 391 32,9
3Cr 6,32 4,2 31 459 141 0 2,8 6,08 6,08 888 685 0 443 32,5
4Ct 577 2,6 28 3,71 1,17 0 4,1 4,95 4,95 9,05 547 0 4,17 30,0
1Cmm 6,19 4,0 27 3,92 1,27 0 3,0 5,26 5,26 826 63,7 0 3,78 29,2
2Ctw 6,39 5,0 37 440 1,31 0 3,0 5,8 5,80 8,80 659 0 4,30 29,6
3Crm 6,01 4,2 37 4,00 1,3 0 3,1 5,39 5,39 849 635 0 4,30 33,1
4Crm 585 20 26 3,19 1,28 0 3,7 4,54 4,54 824 551 0 4,04 33,4
1Cs 6,51 6,3 34 554 1,42 0 2,2 7,05 7,05 9,25 76,2 0 4,56 29,0
2Cs 6,08 20,0 38 4,20 1,48 0 2,8 5,78 5,78 858 674 0 443 30,3
3Cs 6,07 6,9 37 3,66 1,34 0 3,3 5,09 5,09 839 60,7 0 443 30,6
4Cs 6,25 34 31 405 1,22 0 2,7 5,35 5,35 8,05 665 0 4,30 32,4
1Csm 6,15 8,3 32 3,97 1,4 0 2,8 5,45 5,45 825 66,1 0 4,30 31,4
2Csm 6,26 6,3 40 4,78 1,46 0 2,7 6,34 6,34 9,04 70,1 0 4,04 25,8
3Csm 6,32 10,1 37 4,13 1,46 0 2,7 5,68 5,68 8,38 67,8 0 456 32,8
4Csm 6,14 8,3 37 4,54 15 0 3,0 6,13 6,13 9,13 67,1 0 4,70 33,1

Legenda:pH (Potencial Hidrogenidnico em agua); P (Fésforo); K (Potéssidy;(Calcio); Mg (Magnésio); At* (Aluminio); H + Al (Acidez Trocéavel); SB (Soma de Bases
Trocaveis); CTC (t) (Capacidade de Troca Catibnica Efetiva); CTC (T) (Caplaoitk Troca Catidnica a pH 7,0); V (indice de Saturacéo de Bases); m (inBaterde&o de
Aluminio); MO (Matéria Orgénica); P-rem (Fosforo remanescente). Extratoresdd#izR, K, Zn, Cu = Extrator Mehlichl; %) C&* e Mg* = Extrator KCI 1 mol.t%; H +

Al = Extrator acetato de Ca 0.5 motf.L
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Tabela 2— Atributos quimicos do solda area experimental apds a instalagdo do novo experimento: Capim elefamientessteem ou com EM (CT e CTM); Capim elefante
com esterco de suinos, sem ou com EM (CS e CSM); Capim elefante com esberndoa® sem ou com EM (CB e CBM); Capim elefante com esterco de fri@agaes de
frango), sem ou com EM (CF e CFi\Mgm Vicosa-MG, 2018 (Final)

Amostra pH P K Ca?* Mg?*  AlI®* H*Al SB t T \Y m MO P-Rem

| | mg/dm® | cmold/dm?3 | % | dag/kg| mg/L
1Cs 6,09 5,1 40 505 1,32 0 3,3 6,47 6,47 9,77 66,2 O 4,30 27,9
2Cs 6,09 4,5 37 4,69 1,50 0 3,3 6,28 6,28 958 656 O 4,70 27,6
3Cs 6,10 4,2 42 514 1,57 0 3,3 6,82 6,82 10,12 674 O 4,56 27,9
4Cs 6,06 3,2 34 437 1,43 0 3,6 5,89 5,89 949 621 O 4,30 30,0
1Csm 585 4,7 38 4,18 1,09 0 3,9 5,36 5,35 9,26 579 O 3,78 27,0
2Csm 6,29 44 38 4,70 1,57 0 2,8 6,37 6,37 9,17 695 0 4,30 28,3
3Csm 585 4.8 39 462 142 0 3,6 6,14 6,14 9,74 103,0 O 4,17 26,7
4Cpwm 596 4,0 37 425 1,36 0 3,7 5,70 5,70 9,40 60,6 O 4,30 30,4
1Cr 6,28 9,2 34 415 1,42 0 2,7 5,66 5,66 8,36 67,7 0 4,56 32,5
2CF 6,22 4,0 32 4,30 1,35 0 2,7 5,73 5,73 8,43 68,0 O 3,91 34,2
3Cr 583 7,3 41 3,79 1,48 0 4,1 5,38 5,38 9,48 56,8 0 4,30 30,3
4Ck 582 4.1 39 420 1,52 0 3,9 5,82 5,82 9,72 599 0 4,83 29,6
1Crm 6,03 7,9 37 404 1,28 0 3,6 5,41 5,41 9,01 60,0 O 4,30 31,4
2Crm 6,62 7,1 39 515 1,62 0 2,0 6,87 0,87 8,87 775 O 4,70 31,1
3Crm 6,21 7,9 37 467 141 0 3,0 6,17 6,17 9,17 67,3 0 4,30 30,0
A4Crm 599 40 38 4,10 1,58 0 3,4 5,78 5,78 9,18 63,0 O 4,96 30,1

Legenda:pH (Potencial Hidrogenidnico em agua); P (Fésforo); K (Potéssidy;(Calcio); Mg (Magnésio); At* (Aluminio); H + Al (Acidez Trocéavel); SB (Soma de Bases
Trocaveis); CTC (t) (Capacidade de Troca Catidnica Efetiva); CTC (T) (Caplaoitk Troca Catiénica a pH 7,0); V (indice de Saturagio de Bases); m (inBaterdgao de
Aluminio); MO (Matéria Organica); P-rem (Fdsforo remanescente). Extrattieados: P, K = Extrator Mehlichl; Al, C&* e Mg?* = Extrator KCI 1 mol.t}; H + Al =

Extrator acetato de Ca 0.5 mol.L
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2.3 Extracao e quantificacdo de esporos de FMA

Foram utilizados 100 de solo para a quantificacdo dos esporos de FMA (abundancia
total). A separacao dos esporos foi feita pelo método de peneiramento Umido (GERDEMANN
e NICHOLSON, 1963). O solo peneirado foi colocado em becker com 1700 mL de agua e a
solucdo foi agitada manualmente por um minuto. Apds 10 segundos deixou-se decantar as
particulas mais grosseiras de solo e o sobrenadante foi transferido para peneira de malha de
0,42 e 0,044 mm, nessa ordem. Repetiu-se esse procedimento trés vezes. O que ficou retido na
peneira de 0,044 mm foi lavado e transferido para tubo falcon (50 mL). Os tubos foram
centrifugados a 3000 rpm por cinco minutos e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se
solucéo de sacarose 50 % e os tubos foram levados novamente para centrifuga a 2000 rpm por
dois minutos. A solu¢édo sobrenadante foi peneirada em malha de 0,044 mm e lavada em agua
corrente para retirar a sacarose. Posteriormente essa solucdo foi colocada em placas de Petr|

com canaletas no estereomicroscoépio, onde realizou-se as contagens de esporos.

2.4 Andlises moleculares

Para a determinagdo do perfil da comunidade de FMA e bactérias, o DNA total do solo
foi extraido empregando-se o Kit NucleoSp®oil (Macherey-Nagel, Alemanha), de acordo
com as instru¢cées do manual do fabricante.

O DNA extraido do solo foi amplificado pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Na primeira PCR de FMA e de bactérias, feitos separadamente, retirou-se uma aliquota
de 5 pL do DNA extraido, acrescentou-se a enzima GoT&dFlex DNA Polimerase (Promega,
Madison, USA) em 10 pL de tampao. As amostras consistiam em 5 pL. do DNA extraido do
solo juntamente com 2 pL de desoxinucleosideos trifosfatados; 4 uL de MgClz; 2 uL de cada
primer; 0,25 uL da enzima GoTaq Flex DNA polimerase ¢ 0,8 uL (0,8 pg ul-1) de albumina
bovina acetilada (BSA, Promega) para otimizar a acéo da polimiesesgunda amplificacao,

Nested PCR, buscou a obtencéo de fragmentos menores de DNA para a realizacdo da técnica
de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE), utilizanaa-aliquota de 3 puL

do produto da reacéo do primeiro PCR com a mesma mistura e condi¢cdes de amplificacao
descritas na primeira reacdo de PCR.

Na primeira amplificacao da fragdo de DNA de FMA, correspondeu ao rDNA 18S dos
fungos micorrizicos arbusculares, com os primers AMLEATC AAC TTT CGA TGG TAG
GAT AGA-3) combinado com o primexML2 (5-GAA CCC AAACAC TTT GGT TTC G
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3) (LEE et al., 2008). Na segunda PCR, foram utilizados os primers NSG1¢5’-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGLCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGCAA

G TCTGGTGCC3’) (KOWALCHUK et al, 2002) e Glol (5-
GCCTGCTTTAAACACTCTA3’) (CORNEJO et al., 2004), utilizando a mesma mistura
descrita para a primeira reagao de PCR.

Para bactéria, 16S rDNA gene, os prin®ts (5'-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3') e 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’) (Lane 1991) foram utilizados.
Posteriormente foi realizada a reacdo de segunda PCR, nested-PCR, com os primers 338GC
(5’-CGCCAGCCGCGCGCGGGCGGGGLE) e 518 (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG 37)

(Muyzer et al., 1993).

As amplificacGes dos fragmentos de DNA foram por meio da técnica de PCR, sendo
que na primeira @R elas ocorreram em um termociclador (Mastercycle epgradient,
Eppendorf). Para FMA ocorreram as seguintes etapas: a) um ciclo de 1 min. a 94r?G, 1 mi
50 °C, 1 min. a 72 °C por 30 vezes; b) extenséo final de 10 min. a 72 °C. Nas amplificacdes da
segunda PCR de FMA ocorreram em termociclador nas seguintes etapas: a) desnaturacao inicial
do DNA por 5 min. a 94 °C; b) seguido por 35 ciclos com desnaturacéo por 45s a 94 °C, 45s a
52 °C e 1 min. A 72°C e extensao por 30 min. a 72 °C. Para bactéria tanto para priReira PC
guanto para Nested, ocorreram as seguintes etapas no termociclador: a) 35 ciclos d84 min. a
°C, 30s a 94 °C, 1 min. a 50°C, 1min. e 30 s. a 72 °C; b) extenséo final de 7 min. a 72 °C.

A confirmacao do produto amplificado da primeira e da segunda PCR foi efetuada com
aliquotas de 5 pL dos produtos das reacdes de PCR, submetidas a eletroforese em gel de agarose
1,5 % (p:v), corados com brometo de etidio e visualizado sob luz UV no fotodocumentacéo
Molecular Imaging (Loccus Biotecnologic Rix Chemi) para a verificacdo da presenca de
bandas indicativas do DNA gendmico de FMA e bactérias.

Os produtos obtidos da segunda amplificacdo da PCR para FMA e bactérias foram
utilizados para a analise de DGGE (Modelo DGedgystem— BIO-Rad California USA).

Uma aligiota de 20 pL da reagdo de nested-PCR foi aplicada em gel de poliacrilamida (37,5:1
acrilamida: bisacrilamida) a 8 % (p:v) em tampao Trisacetato-EDTA (TAE) 1X (Tris/acido
acético/EDTA, pH 8,0). O gradiente foi obtido com o Formador de Gradiente Hoefer SG50
(Armersham Biosciences) e pela mistura de duas solucdes estoque de poliacrilamida, sendo a
condicdo de 100 % de desnaturacdo composta de ureia 7-®igina, Cat#U5378) e
formamida a 40 % (v/v) (Sigma, Cat#F9037) e a de 0 % de desnaturacao sem estes reagentes.

O gradiente final do gel obtido pela mistura das solu¢des variou de 35 a 55 % para FMA e 40
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a 55 % para bactérias. A eletroforese ocorreu com uso do tampdo TAE 1X a temperatura
constante de 60 °C a 120 V por um periodo de 10 min., seguidos de 100 V por 12 horas. Os géis
foram corados apds o término da eletroforese por 20 min. em solucdo 1X de SYBF GOLD
(Sigma Aldrich), conforme as recomendacdes do fabricante. As imagens obtidas dos géis foram
observadas sob luz ultravioleta, capturadas e digitalizadas pelo sistema de fotodocumentacé&o
Molecular Imaging (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi).

As imagens foram analisadas com o programa Bionurfigtjos permitiu a construcao
de dendrogramas para avaliar a similaridade entre as comunidades de FMA e bactérias,
referentes a distancia e o padréo de bandas correspondentes ao gene 18S rDNA de FMA e de
bactérias 16S rDNA, conforme a presencga/auséncia de regides amplificadas.

2.5 Analises estatisticas

Para avaliar as caracteristicas do solo antes e apds os tratamentos, a abundancia total de
esporos, indices de diversidade de FMA e bactérias, utilizou-se delineamento em quadrado
latino no esquema de parcelas subdivididas. Para a variavel abundancia total de esporos, foi
realizado o teste de normalidade, pelo teste Kolmogorov Smirnov (P>0,15). As variaveis que
tiveram efeito significativo (P<0,05) foram comparadas pelo teste de Tukey, com a utilizacao
do programa estatistico SAS 9.4, no procedimento PROC MIXED.

O padréao de similaridade e intensidade das bandas presentes nos géis de DGGE foi
avaliado para bactérias e FMA. Em relacéo as bactérias optou-se pelo indi@ndersbice,
seguido pela andlise de agrupamento utilizando o método da variancia minima (Ward). Para
FMA utilizou-se o indice de Cousine com método de variancia minima (Ward). Os indices
foram avaliados para a constru¢cdo de dendrogramas, com auxilio do programa Bionumerics

5.1. Os célculos de indices de diversidade foram feitos pelo programa Past 3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da comunidade de FMA e de bactérias por meio da técnica de PCR-DGGE
permitiu a obtengcéo e comparacao entre os perfis de migracdo das bandas, com utilizacdo do
indice de Sorensen-Dice para bactérias e de Cousine para FMA, em ambos utilizando-se a

analise de agrupamento pelo método da variancia minima (Ward). Os agrupamentos foram
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separados por tipo de comunidade, uma para FMA (Figura 1) e outros para bactérias (Figura
2), buscando avaliar o efeito e foram representados graficamente por meio de dendrogramas.

Na analise do dendrograma (Figura 1), percebe-se que houve pouca diferenca entre o
perfil de bandas para a comunidade de bactérias, com baixa influéncia da adubag&oeorgéanica
EM aplicados na area experimental, sendo no geral com distribuicdo de bandas homogéneas
entre os grupos formados. No agrupamento maior, formado pelos dois grandes grupos, mostra
a similaridade entre eles de 25 %. Um grupo foi composto por um subgrupo com 35 % de
similaridade com majoritariamente subparcelas que n&o receberam EM, predominando
subparcelas adubadas com cama de frango; o outro subgrupo com 45 % de similaridade foi
homogéneo em relacdo aos tratamentos aplicados. O outro grupo também apresentou dois
subgrupos com 40 % de similaridade. Um subgrupo com 55 %, com predominio de parcelas
gue receberam EM e outro com 65 %, que em sua maioria foi composto de parcelas que nao

receberam EM.

40



1y 3Csu
3Cr
1Ce
2Cr
B 3Cs
4Cr
2Cr
3Cen
1Ct
2Cna
1Cru
- 2Csy
4 4Cp
- 4Cmy
- 2Cs
1Cs
1Can
1Csn
1Cr
3Cma
3Cme.
1Cmy
2CenM
4CenM
4CT
4Can
3Cr
2Cm
3Ce
4Cs
- 4Cm
- 2Cs

56

) c
e

Legenda: Cr e Gu: Capim elefante testemunha sem ou com Ebk Gsw: Capim elefante com residuos sélidos
de suinos, sem ou com EMg € Gu: Capim elefante com residuos sélidos de bovinos, sem ou com EM; C
Cem: Capim elefante com residuos sdlidos de frangos (cama de fraego)ou com EM. Os nimeros sao

referentes aos quatro blocos.

Figura 2- Dendrograma demonstrando a similaridade existente entre as comunidadetid@spdarante o
periodo experimental, por meio do indice de Sorensen-Dice método Ward, cgbaltgpladréo de bandas obtidas
pela técnica de PCR-DGGE, em Vigosa-MG, 2018.

No dendrograma da Figura 2, evidenciou diferengas entre as comunidades de FMA. No
agrupamento maior os dois grandes grupos possuem 84 % de similaridade. Um grupo é
composto por um subgrupo com 95 % de similaridade com majoritariamente de subparcelas
gue receberam EM e o outro grupo com 94 % de similaridade com predominio de parcelas que
ndo receberam EM ambos com similaridades em relacéo aos tratamentos aplicados.
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Legenda: Cr e Gm: Capim elefante testemunha sem ou com EMe Gsu: Capim elefante com residuos solidos
de suinos, sem ou com EMi € Gew: Capim elefante com residuos sélidos de bovinos, sem ou com EM; C
Cem: Capim elefante com residuos soélidos de frangos (cama de fraego)ou com EM. Os nimeros sdo

referentes aos quatro blocos.

Figura 3- Dendrograma demonstrando a similaridade existente entre as comunidei&s, derrante o periodo
experimental, por meio do indice de Cousine método Ward, calculado pslo pgachandas obtidas pela técnica
de PCR-DGGE, em Vigcosa-MG, 2018

Ha maior abundancia de filotipos de FMA do que de bactérias, analisando os padrdes
das bandas, e quantidade das mesmas. O perfil da comunidade de FMA, teve bandas mais
abundantes com presenca de mais filotipos diferentes. J& para bactérias as bandas abundante
apareciam nas mesmas posi¢cdes, mostrando pertencerem aos mesmos filotipos e com uma
guantidade menor de filotipos quando comparada as de FMA.
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Nas andlises molecuks foram calculados os indices de diversidade. Ja para a
abundancia de esporos de FMA apdés o teste de normalidade, constatou-se que ndo houve
auséncia de normalidade dos erros, sendo posteriormente feita as analises estatisticas dos
mesmos conforme o item 2.5. A riqueza estima a abundancia numérica de determinada
comunidade ou regido e a dominancia quando h& predominio de uma ou mais espécies em
determinada comunidade ou regido. O indice de Chao estima a riqueza de espécies pelo total
de unidades taxonbémicas operacionais (OTUs). O indice de Shannon estima a riqueza de
espécies pela abundancia individual. Ja Simpson estima a probabilidade de dois individuos

pertencerem mesma espécie (Tabela 3).
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Tabela 3—- Analises da microbiota do solo em fungéo de adubacéo organica e aplicacamogamgmos eficientes (EM) em Vigosa-MG, 2018

Adubacéo organica Microrganismos P valor
Variavel eficientes
Cama de Esterco Esterco Controle Sem Com EPM Adub EM Adub
frango bovino  suino XEM
Abundancia de esporos 591A 360A 489A 711A 5092 565a 139,5 0,406 0,645 0,977
(Unidade)
FMA
Riqueza 32,1A 30,1A 31,2A 28,4A 33,42 27,6b 2,049 0,625 0,017 0,478
Dominancia 0,0316A 0,0346A 0,0335A 0,0372A 0,0304b 0,0381a 0,003 0,631 0,013 0,713
Chao 541A 489A 525A 433A 5822 412b 62,31 0,640 0,025 0,391
Simpson 0,968A 0,965A 0,966A 0,963A 0,970 0,962b 0,002 0,632 0,013 0,710
Shannon 3,461A 3,384A 3,419A 3,321A 3,500a 3,292b 0,076 0,622 0,013 0,594
Bactérias
Riqueza 13,0A 13,1A 13,5A 13,2A 13,1a 13,4a 0,493 0,901 0,689 0,055
Dominancia 0,0796A 0,0791A 0,0759A 0,0782A 0,0788a 0,0776a 0,003 0,769 0,804 0,062
Chao 93,9A 96,1A 100,0A 97,5A 94,3a 99,4a 7,344 0,944 0,638 0,056
Simpson 0,920A 0,921A 0,924A 0,922A 0,921a 0,922a 0,003 0,768 0,804 0,063
Shannon 2548A 2194A  2590A 2206A 2375a 2394a 0,049 0,839 0,747 0,058

Legenda: Nas linhas, médias seguidas por pelo menos uma mesma letra, mailsculasyag@oaelmindsculas para microrganismos eficientes, néo diferem entre si
pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade. FMA= Fungos micorrizicos arbusculares; &R\padrao da média; Adub = adubacdo orgénica; EM = microrganismos

eficientes.
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Como observado na Tabela 3, houve efeito significativo (P < 0,05) apenas para EM,
sobre os indices de diversidade de FMA. Houve aumento no indice de dominancia e reducao
nos demais indices de FMA em funcdo da aplicacdo ou ndo de EM. Para as variaveis de
interacdo adubacaoxEM; adubacéo; abundancia de esporos e a rigueza, dominancia e indices
de diversidade para bactérias; ndo houveram efeito significalas. variaveis que
apresentaram efeito significativo foram realizados o Teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Embora a abundéancia de esporos, seja importante sua avaliagdo como fonte de inéculo
e representante do historico da comunidade de FMA, nem sempre isto pode representar ganhos
em termos funcionais para 0s agroecossistemas. Em ecossistemas que apresentam mais
equilibrio, o fungo pode investir mais em energia para o crescimento vegetativo do que para a

producao de esporos (HIGO et al., 2013).

Os padrbes de bandas obtidos pela técnica PGRE para bactérias e FMA do solo
estudado manifestaram uma tendéncia de agrupamento das amostras em funcéo da presenca o
auséncia de microrganismos eficientes, com alteracbes na comunidade microbiana. Houve
maior similaridade entre os agrupamentos dos dendogramas e indices de bactérias
Semelhancas no perfil bacteriano foram observadas em outras pesquisas, em que diferentes
solucbes de EM, modo de preparo e sua multiplicacdo podem interferir na diversidade dos
microrganismos (VAN VLIET et al., 2006; SANTOS, 2016), uma vez que cada formulacao é
composta por diferentes grupos (HIGA e PARR, 1994). No presente trabalho foram preparadas,
em épocas distintas, trés solu¢des de EM para pulverizar a &rea durante o periodo experimental,

fator que pode ter influenciado na diversidade microbiana.

Quando relacionamos a dominancia de FMA com demais indices, observamos que a
aplicacdo de microrganismos exégenos, mesmo sendo cultivados na regido da pesquisa, reduziu
a quantidade, a diversidade e aumentou a dominancia dos mesmos na area experimental,
indicando que sem aplicacéo de EM, ou seja, a ocorréncia natural proporciona maior guantidad
e diversidade de microrganismos no local da pesquisa. Possivelmente houve competicdo entre
0S microrganismos presentes no EM, nos estercos e o0s que existiam naturalmente. As
populacdes de ocorréncia natural estdo presentes com frequéncia em maior quantidade e pode-
se esperar que sejam adequadas para sobreviver no esterco (HO e KO, 1985; WATANABE ET
AL., 2000). Microrganismos cultivados, como o EM, costumam ser maiores e melhores

alimentados do que os microrganismos que ocorrem naturalmente e, portanto, preferidos por
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predadores como por exemplo, os protozoarios (SHERR et al., 1992), que podem estar

presentes no solo e em estercos.

Além disso, a producéo de metabolitos secundarios na solucéo de EM pode ter feito com
que alguns filotipos dominassem e reduzisse a diversidade de microrganismos. O termo
metabolito secundario inclui um grupo heterogéneo de compostos naturais quimicamente
diferentes relacionados a funcdes de sobrevivéncia para o organismo produtor, tais como
competicdo contra outros micro e macrorganismos, simbiose, diferenciacéo, etc. (DEMAIN e
FANG, 2000). Incluidos no grupo dos metabdlitos secundéarios estdo os antibiéticos, que sao
produtos naturais capazes de inibir o crescimento microbiano. A producgéo de antibioticos no
meio ambiente do solo tem uma gama de influéncia relativamente longa na comunidade
microbiana, a qual estad frequentemente correlacionada com a habilidade de biocontrole
(VINALE et al., 2008). O EM produz metabdlitos secundarios através do processo

fermentativo, como enzimas, hormonios, vitaminas e substancias bioativas (HIGA, 2000).

Santos (2016) pesquisou a diversidade microbiana de EM de trés origens diferentes,
sendo dois produzidos na regido da Zona da Mata, como neste trabalho e o outro EM comercial,
nos quais observou que os trés possuem filos comuns, incluindo Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria e Synergistetes. As Actinobactérias sado importantes produtoras de antibioticos,
anti-helminticos e antifingicos; também sdo muito promissoras para o biocontrole de pragas,
no antagonismo contra patdgenos dos solos, através da colonizacdo ou a biossintese de
antibiéticos e outros metabdlitos secundarios que podem prevenir a contaminacédo (BARKA et
al. 2015). A capacidade de producdo de antibiéticos por antagonistas pode interferir no
desenvolvimento do fitopatdégeno, bem como a competicdo destes por espaco e nutrientes
(BELL et al.,, 1982). As actonobactérias também desempenham um papel importante no
crescimento de plantas, através da simbiose que pode ocorrer de bactérias com a planta, que
pode auxiliar na fixacdo de nitrogénio, sintese de fitohorménios e solubilizacdo de minerais
para torna-los disponiveis para captacéo e uso de plantas. A diversidade deste filo € grande e

inclui muitas espécies benéficas, mas também algumas patogénicas (BARKA et al., 2015).

O género Bacillus, também presente no filo Firmicutes, € muito estudado pelo efeito
benéfico de fitohormbdnios no crescimento de plantas e antagonismo a fitopatogénicos
(KUMAR et al., 2012). O filo Proteobacteria, composto pela ordem Burkholderiales presentes
no EM (SANTOS, 2016), € formado por bactérias promissoras por produzirem reguladores de

crescimento e sideroforos (solubilizam e transportam ferro) (RING et al., 2016). J& as bactérias
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do filo Proteobacteria, familia Pseudomonadaceae existentes no EM (SANTOS, 2016), tem as
do género pseudémonas, que sao importantes no controle bioldgico, na solubilizacéo de fésforo
inorganico e na producao de fitohormdnios como o acido indol acético (DHARN et al., 2014).
Entretanto, o papel de outros metabdlitos inibitérios, como toxinas e enzimas proteoliticas no

processo de inibicdo de patdgenos fungicos, pode ndo ser descartado (HU et al., 2008).

Em adicional, técnicas de manejo convencional baseado no monocultivo, como do
capim elefante, e menor cobertura do solo sdo responsaveis por reduzir a diversidade e
selecionar espécies menos eficientes na utilizacdo de substratos (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006), o que pode interferir negativamente na estrutura da comunidade de microrganismos,
como FMA e bactérias. Esses efeitos podem ser maiores em culturas anuais, pelo aumento de
praticas constantes de revolvimento do solo que rompe a rede de hifas e expde estruturas
fungicas a predadores, radiacdo e variacdes de umidade (CARRENHO et al., 2010). Outro fator
pode estar relacionado a fertilizacdo dos solos, que pode apresentar uma menor diversidade
associada, através da selecédo de espécies agressivas de FMA, que sédo camseesthEd
fotoassimilados das plantas hospedeiras (DOUDS JR. e MILLNER, 1999). Fatores relacionadas
as caracteristicas quimicas do solo, dosagens de EM, fonte de matéria organica, histérico da
area experimental, distribuicdo dos microrganismos ao acaso e distribuicdo geografica da
diversidade microbiana; relacionados a variaveis como umidade, taxa de degradacao da matéria
organica, aeracao e temperatura no solo, podem influenciar na diversidade microbiana do EM
e necessitam ser avalial@ds informacgdes sobre essa tecnologia social e seu mecanismo de

acao ainda sao escassas na literatura e devem ser estudados.

4 CONCLUSOES

Os residuos organicos nao afetaram o perfil da comunidade microbiana do solo
cultivado com capim elefante. O EM proporcionou efeito sobre FMA, alterando os perfis
microbianos, em que a aplicacdo de EM aumentou a dominéncia, porém reduziu 0s outros

indices de diversidade.
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CONCLUSOES GERAIS

A solucdo de microrganismos eficientes ndo teve efeito na composicdo quimica do
esterco e na produtividade do capim elefante. N&o encontrou-se efeito da aplicag&ntesEM
a diversidade bacteriana dos tratamentos com estercos bovino, cama de frango e suinos, excetc
na dominancia de FMA e reducdo nos indices de diversidade, que provavelmente pode ter

causado efeito negativo solardiversidade microbiana.

Estudos devem ser conduzidos testando outras espécies de vegetais, com diferentes
dosagens e/ou diluicbes de EM, andlises do efeito de cortes por um periodo mais longo, com
diferentes tipos de residuo, maior frequéncia de adubacao, pré-teste de degradacao da matérie
organica. Além disso, fatores como umidade, posicdo geogréafica, aeracdo e temperatura do
solo, devem ser investigados. Posteriormente, deve-se fazer analise da composi¢ao quimica, de
minerais do capine da diversidade microbiana dos solos, para se ter uma comprovacgao melhor
sobre a efetividade do EM associado ao uso de residuos organicos em gramineas. As
informagdes sobre essa tecnologia social e seu mecanismo de acédo ainda sao escassas n

literatura e devem ser investigados.
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