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RESUMO GERAL

MONDINO, Eduardo Ariel. Comunidade de nematdides do solo, no ecossistema do
Pampa Austral da Argentina, sob diferentes sistemas de cultivo. 2010. 102f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) Ingtituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rura do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

No Pampa Austral da Argentina, na Provincia de Buenos Aires, determinou-se a estrutura da
comunidade de nematOides, sob dois sistemas de plantio (plantio direto e plantio
convencional), com duas rotagOes (rotagdo agricultura-pastagem e rotagdo agricultura
continua) e duas condicdes de fertilizagdo, com a dose de nitrogénio (N) de 120 kg N ha* na
forma de uréia (46-0-0) e sem N. Foram conduzidas quatro amostragens estacionais, realizou
se a extragdo dos nematdides do solo pelo método de flutuagdo-centrifugacdo. Determinaram:
se 0s géneros que compdem os diferentes grupos tréficos presentes. Estimouse a abundancia
genérica, indices de diversidade: Shannon (H’), Simpson (Ds), equitatividade (J') e riqueza
(S), relacoes de grupos troficos mi cof agos/bacteriofagos (m/b),
micofagos/(micofagostbacteriofagos) (m/m+b) e (micofagostbacteriofagos)/fitoparasitas
(m+b/fp) e indices de maturidade (IM), indice que exclue os cpl (IM2-5), de parasitas de
planta (PP) e indice modificado de Yeates (mM). Foi determinado o perfil faunal, pelo
calculo dos indices de estrutura (IS) e de enriquecimento (1E), como também foi calculado o
indice cana (IC). Findmente calculou-se os indices de diversidade, Shannon (H'), Simpson
(Ds), equitatividade (J), da comunidade de nematGides utilizando técnicas moleculares
(PCR/RFLP- Polimorfismos de fragmentos de restricdo) para a determinacdo do perfil
molecular (fingerprinting).

Palavras Chave: Pampa Austral. Nematoides. Sistemas de cultivo. i ndices de diversidade.
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RESUMEN

MONDINO, Eduardo Ariel. Comunidad de nematodes c&l suelo, en ecossistema de la
Pampa Austral de la Argentina, bajo diferentes sistemas de cultivo. 2010. 102f. Tesis
(Doctorado en Ciencias) Ingtituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade
Federal Rura do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

En la Pampa Austral de la Argentina, en la Provincia de Buenos Aires, se determind la
estructura de la comunidad de nematodes, bgjo dos sistemas de cultivo (sembra directa y
sistema convencional), con dos rotaciones (rotacion agricultura-pastura y rotaciéon agricultura
continua) y dos condiciones de fertilizacion, con una dosis de nitrogeno (N) de 120 kg N ha*
en la forma de uréa (46-0-0) y sin N. Fueron realizados auatro muestreos estacionales, se
realizd la extraccidon de los nematodes del suelo por el método de flutuaci on-centrifugaci on
Se ceterminaron los géneros que componen los diferentes grupos tréficos. Se estimé la
abundancia genérica, indices de diversidad: Shannon (H’), Simpson (Ds), equitatividad (J) y
riqueza (S), relaciones de grupos troficos  micofagos/bacteriofagos  (m/b),
micofagos/(micofagostbacteriofagos) (m/m+b) y  (micdfagos+bacteriéfagos)/fitoparasitos
(m+b/fp) y los indices de madurez (IM), indice que excluye los cpl (IM2-5), de parasitos de
plantas (IPP) y d indice modificado de Y eates (mIM). Fue determinado el perfil faunal, por el
cdculo de los indices de estructura (IS) y de enriquecimiento (IE), como tambien fue
calculado el indice cana (IC). Finamente se calcul6 los indices de diversidad, Shannon (H’),
Simpson (Ds), equitatividad (J), de la comunidad de nematodes utilizando técnicas
moleculares (PCR/RFLP- Polimorfismos de fragmentos de restriccidn) para la determinacion
del perfil molecular (fingerprinting).

Palabras Clave: Pampa Austral. Nematodos Sistemas de cultivo. i ndice de diversidad.
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ABSTRACT

MONDINO, Eduardo Ariel. Community of soil nematodes in the ecosystem of the
southern Argentine pampas, under different cropping systems. 2010. 102f. Thesis (Ph.D.
in Science) Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ

In the Southern Pampas of Argentina, Buenos Aires State, we determined the community
structure of nematodes, under two tillage systems (no tillage and conventional tillage), with
two rotations (crop-rotation and pasture and crop-rotation) and two conditions of fertilization,
with the dose of nitrogen (N) 120 kg N ha* as urea (46-0-0) and without N. Were conducted
four seasonal samplings, there was the extraction of soil nematodes by flotation
centrifugation. It was determined the genera that make up the different trophic groups present.
We estimated the genera abundance, diversity index Shannon (H’), Simpson (Ds), evenness
(J) and richness (S), the relationships of trophic groups fungal feeders/bacteria feeders
(m/b), fungal feeders/ (bacterial feeders+ fungal feeders) (m/m+b), and (bacterial feeders
+ fungal feeders)/plant parasites (m+b/fp) and maturity indices, Maturity index (Ml),
Maturity index without cp 1 (MI 2-5), plant parasite index (PPl) and Y eates index (mMI).
Was determined the faunal profile, by calculating the structural index (SlI) and enrichment
index (El) and we calculated the channel index (CI). Finally it was determined the diversity
index Shannon (H’), Simpson (Ds), evenness (J') of nematodes community using molecular
techniques (PCR/RFLP- polymorphisms of restriction fragments) for determining the
molecular profile (fingerprinting).

Keywords: Pampa Austral. Nematodes. Tillage systems. Diversity index.
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INTRODUCAO GERAL

Em termos de biomassa e nimero, a fauna do solo € composta principalmente por
invertebrados, desde protozoarios (microscopicos) a lesmas (macroscopicos). Muitos destes
organismos sdo aquéticos e vivem associados ao filme de agua que envolve as particulas do
solo. E o caso de protozodrios, rotiferos, tardigrados e nematdides, que constituem a chamada
microfauna do solo, cujo diametro corpora varia de 4 pm a 100 um (SWIFT et a., 1979).
Estes pequenos organismos desempenham uma importante funcéo, através de suas interacoes
com bactérias e fungos, atuando como reguladores da microflora do solo, e em muitos casos,
podem intensificar a mineralizagdo ou retardar a imobilizacdo de nutrientes na biomassa
microbiana. Isto dependera da relacdo carbono/nitrogénio (C/N) dos residuos vegetais, ja que
numa relacdo C/N dta (>30) pode ocorrer um esgotamento do N, em fungdo da grande
demanda de N pela microbiota, havendo, desta forma, um predominio do processo de
imobilizacdo. No entanto, se arelagcdo C/N do materia adicionado é baixa (<20) pode ocorrer
0 predominio da mineralizacdo do N (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Os nematoides sd0 uns dos grupos mais representativos da fauna do solo. Estima-se a
sua densidade em 2 x 10° individuos x m? em solos &ridos e de 3 x 10 individuos x m? em
ecossistemas Umidos CURRY & GOOD, 1992). Apresentamse em comunidades muito
diversas (> 200 espécies) com a composicdo refletindo textura do solo, clima, biogeografia,
teor organico e disturbios antropicos e naturais (YEATES, 1984; NEHER, 2001).

As aterages da estrutura e funcéo da rede tréfica do solo pode ser uma consequiéncia
de perturbagdes ambientais. Porem, avaliacOes dessas alteracdes podem ser complexa para um
estudo estrutural e funcional. Amostragem extracao, identificagcdo e avaliagdo podem ser
dificeis paraagumastaxa (FERRIS et al., 2001).

E conhecido que o uso de diferentes préticas de cultivo afetam tanto a diversidade
como o tamanho das populacdes da maior parte da biota do solo. Se tem demonstrado que as
préticas de cultivo, aém de alterar a disponibilidade de nutrientes do solo, exerce uma
importante acdo sob a populacéo de nematoides (YEATES & HUGHES, 1990). Adocéo de
préticas agricolas adequadas, como, o estabelecimento de rotacdo de culturas, bem como, o
uso de leguminosas que contribuem efetivamente para a formacéo de matéria organica de boa
qualidade, devem ser enfatizados nessa situacdo. Afinal, estas préticas sdo as determinantes da
sustentabilidade de qualquer sistema produtivo (BALESDENT et al., 2000; BAYER et al.,
2000; LARNEY et al., 1997; POWER & PETERSON, 1998; SALINAS-GARCIA et al.,
1997).

No Pampa Austral, O uso intensivo do agroecosistema que aconteceu nas ultimas
décadas junto a combinacdo inadequada da rotacdo do cultivo com o sistema de plantio
conduziu a degradacdo das propriedades do solo provocondo deterioracBes em alguns
parametros do solo, como a disponibilidade dos nutrientes. Para esta regido o contetido de N
disponivel diminuiu como conseqiéncia do uso intensvo do solo (GONZALEZ
MONTANER et al., 1991), e com a degradacdo das propriedades fisicas e quimico-
bioquimicas do solo (ECHEVERRIA & FERRARI, 1993). E sabido que o sistema de plantio
mais difundido na regido € o convenciona (PC) com a utilizacdo da aiveca e escarificador.
Porém, ha um interesse crescente guiando estas préticas para manejos que contribuem para a
sustentabilidade do sistema, da mesma maneira que é o uso de rotagdes cultivo-pastagem (R1)
(STUDDERT et al., 1997) e plantio direto (PD) (STUDDERT & ECHEVERRIA, 2000).

Dentro dos manejos, & pastagens exercem um papel muito importante nas rotagoes
pelo fato de suas caracteristicas de producdo de biomassa vegeta e da distribuicdo das raizes
no solo, garantindo a reposicdo de carbono orgéanico e incrementando o pool de nutrientes



para os cultivos. Isto somado a acdo fisica de suas raizes como também ao mantimento da
cobertura total do solo, melhora significativamente as propriedades fisicas e quimicas
alteradas durante o ciclo agricola, reduzindo o0s processos de eroséo e recuperando a qualidade
do solo (STUDDERT et al., 1997). Por outro lado, a cobertura com palhada associada ao PD
reduz as perdas de umidade pela evaporacdo, aumenta a infiltragdo e diminui a velocidade dos
escorrimentos superficiais, permitindo controlar a erosdo. Isto faz que, no geral, encontre-se
maior contelido de agua no solo em relacdo ao plantio convencional (PC) (BLEVINS &
FRYE, 1993).

Assim, € necessario que se conhecam os efeitos das praticas agricolas, em uso corrente
nestes agroecosistemas, sobre a biologia do ®lo, além de conhecimentos adequados de
sistemas de producdo eficientes. Nos ecossistemas naturals, a cobertura vegetal permanente
proporciona protecdo continua do solo, aém de reciclarem nutrientes através dos seus
residuos, com isso mantendo ativa uma vasta diversidade de microrganismos benéficos a
estabilidade do sistema e da producdo agricola. A comparacdo e conhecimento da cadeia
tréfica de nematdides nos solos naturais e daqueles sob efeitos antropicos pode ser uma
ferramenta (til para se determinar a sustentabilidade dos sistemas produtivos no pampa
austral. Dessa forma este trabalho tem as seguientes hipoteses:

A diversdade de nematGides pode integrar condi¢cdes do meio ambiente
refletindo o status e tendéncia do agroecosistemas.

A comunidade de nematdides € estruturalmente diferente segundo as
caracteristicas dos sistemas de producdo implementados

A rede aimentar (tréfica) de nematoides do solo € modificada pelos diferentes
sistemas de uso e mang o do solo nos ecossistemas.

As hipéteses conduziram ao seguinte objetivo geral:

Estudar as comunidades dos nematdides sob diferentes sistemas de uso e manegjo do
solo no ecossistema do Pampa Audtral Argentino (Regido Mar e Serras), com vista a
determinac8o das condi¢Oes da cadeia tréfica dos nematdides do solo que permitam inferir
sobre a qualidade de sistemas de producéo agricola.

E os objetivos particulares que seguem:

Determinar densidade, diversidade, estrutura trofica das comunidades de
nematoides, sob diferentes sistemas de mangjo cultivo no Pampa Austral Argentino, Regiéao
Mar e Serras.

Determinar o nivel de perturbac8o, o perfil faunal e o perfil molecular das
comunidades de nematGides, dos diferentes sistemas de cultivo no Pampa Austral Argentino,
Regido Mar e Serras.

Determinar a qualidade dos sistemas de producdo agricolas utilizados na
Regido Mar e Serras do Pampa Austral Argentino.

Para ta o presente trabalho foi delineado em 3 capitulos que abarcam diferentes
aspectos das comunidades de nematéides do solo e nomeados como:
Capitulo I: Comunidade de nematdides do solo: Padrdes de diversidade morfdélogica.

Capitulo 11: Comunidade de nematdides do solo: Bioindicagcdo em diferentes sistemas de
cultivo.

Capitulo I11: Comunidade de nematoides do solo: Padrdes de diversidade molecular.



CAPITULO |

COMUNIDADE DE NEMATOIDESDO SOLO: PADROESDE DIVERSIDADE
MORFOLOGICA



RESUMO

Neste trabalho determinou-se a diversidade da comunidade de nematoides sob dois sistemas
de plantio (plantio direto e plantio convencional), com duas rotagdes (rotacdo agricultura-
pastagem e rotacdo agricultura continua) e duas condicOes de fertilizagdo, com a dose de
nitrogénio (N) de 120 kg N ha'* na forma de uréia (46-0-0) e sem N. Foram conduzidas quatro
amostragens estacionais, realizouse a extragdo dos nematdides do solo pelo método de
flutuacdo- centrifugacéo. Determinaram-se 0s géneros dos diferentes grupos troficos presentes.
Estimouse a abundancia genérica, calcularam-se os indices de diversidade de Shannon (H’),
Simpson (Ds), equitatividade (J) e riqueza (S), como também as relagcBes
micéfagos/(micéfagos + bacteridfagos) (m/m+b) e (micofagos + bacteriéfagos)/ fitoparasitas
(m+b/fp). Assinalaram-se 61géneros de nematdides, distribuidos nas diferentes épocas assim:
No outono determinaram-se 35 géneros, no inverno 41 géneros, no verdo 50 géneros e na
primavera foram determinados 41 géneros de nematoides. A abundancia mediatotal foi maior
na primavera atingendo o valor de 31,11 x 10° individuos/nf. Em todas as épocas de
amostragem o grupo trofico dominante foi o de fitoparasitas, e os bacteri6fagos, a diversidade
foi maior nos tratamentos com menor intervencdo antropica, como o tratamento pastagen
(Past.) e aqueles que tinham uma rotagdo com pastagem em algum momento de sua historia
agricola, plantio direto com rotacdo de pastagens (PD1) e plantio convencional com rotacéo
de pastagens (PC1). O cana de decomposicdo prevalente da matéria organica foi através das
bactérias, mas foi ainda mais intensa no outono. Enquanto a herbivoria, essa ndo foi
prevalente nas diferentes épocas de amostragens.

Palavras-Chave: Nematdides. Diversidade. Grupos tréfico. Sistemas de plantio. Rotagcdes



ABSTRACT

In this study we determined the diversity of the community that was under two tillage systems
(no tillage and conventional tillage), with two rotations (rotation crop-rotation grazing and
agriculture-agriculture) and two conditions of fertilization, with the dose of nitrogen (N ) of
120 kg N ha-1 as urea (46-0-0) and without N. We estimated the genera abundance, diversity
index Shannon (H'), Simpson (D), evenness (J) and richness (S), the relationships of trophic
groups funga feeders/bacterial feeders (m/b), fungal feeders / (bacteria feeders + fungal
feeders) (m/m+b), and (bacterial feeders + fungal feeders)/plant parasites (m+b/fp). Were
determined 61 genera of nematodes, distributed at different times as well: In the fall were
determined 35 genera, in winter 41 genera, 50 genera in the summer and 41 genera of
nematodes in spring. The total average abundance was higher in spring, reaching a value of
31.11 x 10° individuals/n?. For al times of sampling, dominant trophic groups was plant
feeders and the bacterial feeders. The diversity was higher in that trestment with lower
anthropogenic intervention such as pasture treatment and those who had a rotation with
pasture at some point in their history farm no-tillage with rotation of pastures (PD1) and
conventional tillage with rotation of pastures (PC1). The channel prevalent decomposition of
organic matter was through the bacteria, but was even more intense in autumn. While grazing,
this was not prevalent in the different sampling dates

K eywor ds: Nematodes. Diversity. Trophic group. Tillage systems. Rotations.



1. INTRODUCAO

Os nematdides fazem parte da fauna do solo que interage diretamerte em ecossistemas
como herbivoros em plantas e indiretamente como consumidores da microflora, regulando
assim a microflora e a liberacdo dos nutrientes para as plantas (COLEMAN et a., 1983). Os
nemat6ides sio abundantes (+3 milhdes. m? em aguns lugares) e suas comunidades diversas
(+200 espécies em aguns locais) (YEATES, 2003). Sua composi¢cdo de espécies reflete o
substrato, textura, clima, biogeografia, aportes organicos, e distlrbios naturais e antropicos
(YEATES, 1984; NEHER, 2001). Ou sga, mudancas no mango e na cobertura do solo
levardo as alteragOes na oferta de seus recursos, refletindo na diversidade da comunidade de
nematGides (FERRIS & FERRIS, 1974; WASILEWSKA, 1989).

1.1.  Alimentacédo e Grupos Troficos

A diversidade morfolégica do sistema digestivo dos nematoides reflete adaptactes a
distintos hébitats e fontes de alimento. Sua estrutura esta representada por uma abertura oral,
um estoma (cavidade bucal), esbfago (faringe), intestino e reto. O estoma e o esdfago sdo 0s
mais variaveis e importantes para a identificacdo dos grupos tréficos. O estoma varia na forma
e nas estruturas cuticulares; o esdfago varia na forma e nas estruturas das vavulas e posi¢ao
das glandulas (FRECKMAN & BALDWIN, 1990). Ainda segundo estes autores 0s
nemat6ides ingerem o alimento pela abertura do estoma (boca) ou por meio do estilete. A
cavidade do corpo tem uma alta pressdo de turgidez, a qual mantém o lumen do intestino
colapsado, exceto quando esta cheio de alimento. O alimento é succionado para o interior do
intestino, por dilatacéo e contracdo do esbfago em contra da presséo de turgidez.

A classificagdo dos grupos tréficos de nematdide mais utilizada até hoje, é aquela
apresentada por YEATES e d. (1993). Nesta classificagdo os nematGides sdo divididos em
cinco grupos alimentares principais, que sao:

A. Fitoparasitas. alimentamse de plantas vasculares, apresentam edtiletes
(estomatoestilete, odontoestilete). Abrange membros da ordem Tylenchida, poucos géneros da
ordem Aphelenchida e Dorylaimida;

B. Bacteriofagos. estéo incluidos aqueles que se alimentam de qualquer fonte de
alimentagcdo procariota, incluindo bactérias benéficas, saprofiticas e/ou patogénicas. Neste
grupo estdo incluidos membros da ordem Rhabditida sGo muito importantes no processo de
decomposicéo da matéria organica;

C. Micofagos. este grupo de nematdides se aimenta de fungos e utilizam o
estilete, que é pontiagudo, para furar as hifas. Muitos membros da ordem Aphelenchida estdo
neste grupo. Assm como os bacteriofagos, os micofagos também sdo muito importantes no
processo de decomposicéo da matéria organica;

D. Predadores. caracterizamse por se alimentarem de invertebrados, como
protozoarios, rotiferos, enchitraeideos e de outros nematdides. A ordem Mononchida é
exclusivamente predadora, embora poucos predadores sgam encontrados na ordem
Dorylaimida;

E Onivoros: sdo aqueles que se alimentam de todos os niveis troficos da cadeia
alimentar. Por exemplo, alguns nematdides podem ingerir esporos de fungos como também as
bactérias do solo. O uso desse termo, no entanto, restringe-se a poucos nematdides incluidos
na ordem Dorylaimida.



1.2 Classificacdo dos Nematéides do Solo

A Classificacdo dos nemat6ides do solo, aqui apresentada de acordo com MAGGENTI
(1991), € a mais recente para 0 Filo Nemata (COBB, 1919). Nesta se apresentam todas as
categorias aceitas, até o nivel de superfamilia. O Filo Nemata se ramifica em duas Classes,
Adenophorea e Secernentea. A Classe Adenophorea engloba quase que a totalidade dos
nematdides marinhos, congtituindo uma fragcdo considerédvel dos nematdides terrestres e dos
habitantes de &gua doce. Contrariamente, os membros da Classe Secernentea sdo frequentes
em ambientes terrestres e raros em ambientes marinho e de aguas doce. As duas classes
incluem nematdides dos cinco grupos troficos (bacteridfagos, micofagos, fitofagos,
predadores e onivoros). Em seguida, apresentase, de forma resumida incluindo os nematéides

identificados neste trabalho, a visdo de Maggenti (1991) sobre o sistema geral de classificacdo
dos nematdides.

Phylum Nemata
1. Clase Adenophorea (Afasmidia)
A. Subclase Enoplia
| Ordem Enoplida
[1. OrdemMononchida
Superfamilia Monochoidea
FamiliaMononchidae
Mononchus
Clarkus
Familia Mylonchulidae
Mylonchulus
Familia lotonchulidae
lotonchus
[11. Ordem Dorylaimida
b. Subordem Dorylaimina
Superfamilia Dorylaimoidea
Familia Dorylimidae
Dorylaimus
Familia Leptonchidae
Leptonchus
Tylencholaimellus
Familia Longidoridae
Longidorus
Xiphinema
¢. Subordem Diphterophorina
Familia Diphterophoridae
Diphterophora
B. Subclase Chromadoria
I. Ordem Chromadorida
[1. OrdemAraeolaimida
a. Subordem Araeolaimina
Superfamilia Plectoidea
Familia Plectidae
Plectus
2. Clase Secernentea (Fasmidia)
A. Subclase Rhabditia
|. Ordem Rhabditida

b. Subordem Cephalobina
Familia Cephal obidae
Cephalobus
Eucephalobus
Acrobeles
Wilsonema
Superfamilia Panagrolaimoidea
Familia Panagrolaimidae
Panagrolaimus
B. Subclase Diplogasteria
I. OrdemDiplogasterida
I1. OrdemTylenchida
a. Subordem Tylenchina
Superfamilia Tylenchoidea
Familia Tylenchidae
Coslenchus
Ditylenchus
Tylenchus
Familia Dolichodoridae
Familia Belonolaimidae
Familia Pratylenchidae
Nacobbus
Pratylenchus
Familia Hoplolaimidae
Helicotylenchus
Hoplolaimus
Familia Heteroderidae
Heterodera
Melodoigyne
Superfamilia Criconematoidea
Familia Criconematidae
Criconema
Criconemella
Familia Tylenchulidae
Tylenchulus




a. Subordem Rhabditina Paratylenchus
I11. Ordem Aphelenchida

Superfamilia Rhabditoidea b. Subordem A phelenchina
Famila Rhabditidae Familia Aphelenchidae
Rhabditis Aphelenchus
Mesor habditis Familia Paraphelenchidae

Paraphelenchus
Familia Aphelenchoididae
Aphelenchoides

Os estudos sobre adiversidade dos nematdides estdo baseados, principalmente, na
determinacdo taxondmica pela observacdo dos caracteres morfoldgicos chaves para o
reconhecimento dos diferentes grupos.

Tendo em vista que o uso de diferentes préticas de cultivo afetam tanto a diversidade
como o tamanho das populagtes da maior parte da biota do solo, o objetivo neste capitulo é
determinar a abundancia, diversidade e estrutura trofica das comunidades de nematdides,
assm mesmo os efeitos das praticas agricolas sobre esses parametros, nos diferentes sistemas
de cultivo utilizados no Pampa Austral Argentino, Regi&o Mar e Serras.



2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Pampa Austral (Regido Mar e Serras) em parcelas de
um experimento de rotagdes mistas e seqiiéncia de cultivos de longa duragdo (30 anos), na
Unidade Integrada Balcarce (Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Mar del Plata -
Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce, Ingtituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria) (UIB) Bacarce, Buenos Aires, Argentina (37° 45’ S, 58° 18’ O, 130 m acima
do nivel do mar) (Figura 1). O experimento encontra-se sobre um complexo de Argiudol
tipico fino, ilitico, térmico e Paleudol petrocalcico, franco, ilitico, térmico, com teores de
matéria organica maiores que 6,2 % (+ 0,3) e pH 5,7 (x 0,4). Esse experimento apresenta um
desenho em blocos completos ao acaso com arranjo em parcelas divididas e trés repeticoes.
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Figura 1 Localizacdo do sitio do experimento na cidade de Balcarce, Provincia de Buenos
Aires e das serras setentrionais bonaerense (Tandilia).

2.1. Condicbes Ambientais: Precipitacdes

As precipitacbes em 2007 foram 40% superiores as registradas em 2006 e 30%
superiores a mediana dos Ultimos 19 anos (histérico) (Tabela 1). Na primeira, segunda e
terceira amostragem as precipitagcbes mensais registradas foram inferiores as do histérico, na
Ultima amostragem se apresentou inversamente, com alto nivel de precipitacoes.



Tabela 1. Precipitacbes mensais (mm) registradas no pampa austral (Balcarce, BA) nos anos
2006 e 2007, e mediana das precipitagdes mensais dos Ultimos 20 anos.

Meses J F M A M J J A S O N D Anud

2006 1185 125 208 51,9 10 789 562 110 450 765 258 1129 7235

2007 359 1227 2115 2383 26,1 33 155 224 1831 864 486 26,0 10495

1987-2006 1185 70,6 57,1 57,7 47,0 46,2 44,7 544 59,6 943 716 1159 8376

Em negrito os meses das amostragens

2.2. Amostragem

Nas unidades experimentais (subparcelasde 10 x 10 m) foram coletadas 6 subamostras
de solo em zige-zage. Utilizou-se um trado cilindrico de 2,5 cm de diamentro para coletar o
solo a 0 -20 cm de profundidade. Essas seis subamostras foram misturadas para formar uma
amostra composta de aproximadamente um litro de solo. As amostragens foram realizadas nas
diferentes estacGes do ano, no outono e o inverno de 2006 e no verdo e a primavera de 2007
Nnos seguintes tratamentos:

Past NO: Pastagem de 12 anos sem N.

Past N120: Pastagem de 12 anos com N.

PC1 NO: 8 anos de agricultura sob PC depois de pastagem, sem N.
PC1 N120: 8 anos de agricultura sob PC depois de pastagem, com N.
PD1 NO: 8 anos de agricultura sob PD depois de pastagem, sem N.
PD1 N120: 8 anos de agricultura sob PD depois de pastagem, com N.
PC2 NO: 30 anos de agricultura sob PC, sem N.

PC2 N120: 30 anos de agricultura sob PC, com N.

PD2 NO: 12 anos de agricultura sob PD, apos 18 anos de PC, sem N.
PD2 N120: 12 anos de agricultura sob PD, ap6s 18 anos de PC, com N.

Past: Pastagem; PC: Plantio convencional; PD: Plantio direto; 1: rotagcdo agricultura-
pastagem; 2: rotacdo agricultura continua. O Past. (0 e 120) foi considerado testemunha por
apresentar condi¢des similares as pastagens naturais da Pampa Austral, Regido Mar e Serras.

Com excegdo do Past, os tratamentos s8o combinagdes de dois Sstemas de manegjo
(PC e PD) e duas combinagdes de cultivos (rotacéo): Rotacdo 1 (1): rotacdo agricultura-
pastagem (em PC1 e PD1) e Rotacdo 2 (2): agricultura continua (PC2 e PD2) os que foram
atribuidos & parcela principal e adose de 120 kg N ha , naforma de uréia (46-0-0), e sem N
o que foi atribuido a subparcela.

A experiéncia comecou no outono de 2006 (fim de marco), quando se feza primeira
amostragem sob a palhada de trigo. Na 1% quinzena do més de Julho de 2006 o solo foi
preparado em tratamentos PC2 e PC1, utilizando a grade e escarificador (rastra de disco e

10



cincel).. No fim do més de agosto se fez a amostragem de inverno de 2006. Para o inicio de
setembro, nos tratamentos PCle PD1 sefez o plantio da pastagem mista (Lolium perenne L.,
Dactylis glomerata L., Trifolium pratense L. e Trifolium repens L.). Em outubro no
tratamento PC2 foi passado o escarificador a disco e o vibra-cultivador, posteriormente nos
tratamentos PC2 e PD2 se fez o cultivo do milho (Dekalb 682RR densidade de 78.500 ha'l).
No més de novembro, se aplicou Glifosato e Atrazina ao milho e herbicida na pastagem dos
tratamentos PC1 e PD1. Nos tratamentos PC2 e PD2 se aplicou uréia a lanco. No més de
dezembro no tratamento Past. e nas pastagens novas (PCle PD1) passou-se a rogadeira. Em
janeiro de 2007 se fez a terceira amostragem (ver&o). No inicio do més de junho de 2007 se
passou a rogadeira na palhada do milho dos tratamentos PC2 e PD2 e no final do més aplicou
se fertilizante (superfosfato triplo G46-0) em todos os tratamentos e no més de agosto a
aiveca (arado de rgjas) no tratamento PC2. No fim do més de setembro de 2007 se fez a
ultima amostragem (primavera). Durante a coleta as amostras de solo foram transferidas a
sacos plasticos devidamente identificados e conservadas no interior de recipiente de isopor.
Ao término das coletas, em cada época, as amostras foram imediatamente levadas ao
laboratério de Nematol ogia da Estagdo Experimental de Balcarce (INTA) para processamento
e extracdo dos nematdides.

Para extragdo dos nematdides do solo, foi implementado o méodo de flutuagdo-
centrifugacdo como descrito por CAVENESS & JENSEN, (1955). Basicamente, 100g de solo
s80 passados em duas peneiras sobrepostas, uma com malha de 60 Mesh (250 um) e outra de
500 Mesh (25 um). O materia retido em cada peneira foi suspenso em agua, e centrifugados
por 7 min a 3000 rpm (1800 g). O material precipitado na centrifugacdo foi resuspenso em
soluco de sacarose de densidade 1,18 g.crmi® e centrifugado novamente por 5 min a 3000 rpm
(1800 g). Finamente, o sobrenadante foi passado em peneira (500 Mesh) e o que foi retido foi
armazenado em &gua (recipientes de 25 mL). Dos recipientes contendo nematdides foi tomada
uma aliquota e colocada em microtubos de 1,5 pL contendo acool 70% e foram depositados
em freezer a -20 °C. Os recipientes originais (25 mL), contendo 0s nematéides restantes,
foram conservados em fixador de Golden. As laminas para identificagdo dos nematoides
foram processadas em condices controladas, em estufa a 45°C, utilizando-se a solugéo
Seinhorst | e I, como descritas por SEINHORST (1959).

A identificacdo dos nematoides foi feita por observacdo das |aminas em microscopio
Optico, a 1000 X chegando-se até a categoria de género, utilizando-se a literatura sobre o tema
(JAIRAJPURI & AHMAD, 1992; GOODEY, 1963; FORTUNER et al., 1988; HEYNS, 1971,
SIDDIQUI, 1985, CHAVES et a.,1995).

A partir dos taxa determinados em cada uma das amostras, foram calculados os
seguintes par@metros e indices:

a) Abundancia (nimero de individuos/100 mL de solo) e o nimero de individuos/n?

b) Estruturatréfica, conforme descrito por YEATES et a. (1993).

C) relacoes de grupos  tréficos mi cof agos/bacteri6fagos (m/b),
micofagos/micofagostbacteriofagos (m/m+b) e  micofagostbacteridfagos/fitoparasitas
(m+b/fp) segundo GOMES et al. (2003).

d) Indice de diversidade de Shannon (H').

e) indice Diversidade de Simpson (Ds).

f) indice de equitatividade (J), conforme descrito por PIELOU (1977).

0) Riqueza (S) (numero de taxas).
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2.3. Analises dos Dados

Os resultados foram andisados utilizando o programa ANOVA do pacote estatistico
Satistical Analysis Systems (SAS, 1988). Para a andlise estatistica a varidvel amostragem foi
considerada independente. Portanto os resultados foram anaisados para cada época de
amostragem. A varidvel densidade de nematdides foi transformada pela equagdo LN (X + 1).
Utilizouw-se o teste de Diferenca Minima Significativa (Least Sgnificant Difference LSD) para
comparar medias entre tratamentos (P < 0,05).



3. RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1 Outuno 2006

3.1.1. Estruturatréfica da comunidade de nematoides

Determinou-se 35 géneros de nematdides, os quais foram classificados em quatro grupos
tréficos: fitéfagos, bacteriéfagos, micofagos e onivoro-predador (Tabela 2. Observouse uma
riqgueza maior no grupo dos bacteriéfagos, apresentando 13 géneros, enquanto os fitéfagos
apresentaram 8 géneros e os grupos de onivoro-predador e micofagos apresentaram 7 géneros.

A distribuicdo total dos grupos troficos mostrou uma maior preserca de fitofagos
(56,6%) e bacteriofagos (33,3%) e em muita meror presenca dos micofagos (4,8%) e onivoro-
predador (5,6%).

A densidade nédia total de nematdides variou entre 2,67 e 18,58 x 10° individuos/nt
(Tabela 3). Dos tratamentos, 0 Past NO apresentou a maior densidade de nemat6ides com 18,58
x 10° individuos/nf. Apresentando também, a maior densidade de nematdides fit6fagos
(11.31 x 10° individuos/nf), bacteriéfagos (5,81 x 10° individuos/n?) e onivoro-predador
(1,15 x 10° individuos/nf) (Tabela 3). A maior abundancia total de nematbides, em
tratamentos sob sistemas convencionais em relagdo aos conservacionistas, refletem diferengas
gue poderiam se associar a maior atividade agricola nesse sistemas (FRECKMAN &
ETTEMA, 1993). Por outro lado a grande abundancia no tratamento Past NO, pode estar
associada as condigdes de umidade do solo e com as raizes das pastagens, que permiteram o
suporte da grande abundancia de fitonematoides, a qual representou o 61% da abundancia
total.

Dos nematdides fitoparasitas, Helicotylenchus spp., Pratylenchus sp., Tylenchus sp. e
Psilenchus sp. se gpresentaram em todos os tratamentos. A maior abundancia do género
Helicotylenchus spp. foi no Past. enquanto Psilenchus apresentouse com maior abundancia nos
tratamentos com sistema de plantio convenciona (PC1 e PC2) (Tabda 3).

Em relacdo aos nematdides bacteriéfagos, a familia Rhabditidae representada pelos
géneros Rhabditis sp., Mesorhabditis sp. e Cruznema sp. foram encontrados em todos os
tratamentos, sendo Rhabditis sp. 0 género. dominnte. Também se apresentaram nematoides da
familia Cephalobidae (Acrobeloides sp., Seleborca sp., Cephalobus sp., Eucephalobus sp., e
Chiloplacus sp.), que tiveram menor densidade populacional mas, apresentaram maior riqueza
(5 géneros).
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Tabela 2. Géneros de nematdides encontrados em solos do Pampa Austral (Balcarce,
Argentina), no outono de 2006, e classificados de acordo a sua forma da alimentag&o.

L - o Onivor os-
Fitéfagos Bacteriofagos Micéfagos Predador es
Coslenchus Acrobeloides Aphelenchoides Butlerius
Helicotylenchus Alaimus Aphelenchus Clarkus
Hoplolaimus Anaplectus Diptherophora Dorylaimus
Meloidogyne Cephal obus Ditylenchus Dorylaimido s.l.
Pratylenchus Chiloplacus Paraphelenchus Eudorylaimus
Psilenchus Cruznema Tylencholaimellus Labronema
Rotylenchus Eucephal obus Tylencholaimus Mononchus
Tylenchus Mesorhabditis
Panagrolaimus
Plectus
Prismatolaimus
Rhabditis
Seleborca

Segundo PORAZINSKA et a. (1999), os nematdides pertencentes a familia
Rhabditidae, so estritos colonizadores e parecem ser influenciados predominantemente por
repentinos aumentos nas fontes de alimento. Nematdides do género Cephalobus
(Cephalobidae), no entanto caracterizados como ndo tdo fortes colonizadores, responderiam
melhor & combinacdo de fatores como abundéancia e tipos de alimento, matéria organica no
solo, temperatura, umidade e caracteristicas naturais do solo. Sendo isto uma provével
explicacdo as diferencas de densidade e riqueza entre as familias indicadas.

Os nematdides micofagos e onivoros-predadores se apresentaram com elevada riqueza
(7 géneros). No caso dos micofagos os géneros mais abundantes foram Aphelenchus sp.,
Paraphelenchus sp. e Aphelenchoides sp. e para os onivoros-predadores os mais abundantes
foram Dorylaimus sp. e Eudorylaimus sp. De acordo com MATTOS (2002), a diversidade
maior nos sistemas nativos gque nos sistemas cultivados e, segundo NEHER & CAMPBELL
(1994), embora nematdides fitoparasitas e bacteri6fagos sgam mais abundantes que
predadores e onivoros em solos cultivados com culturas anuais, pastos e culturas perenes, ha
maior abundancia de onivoros e predadores em culturas perenes do que em anuais.

NEHER & CAMPBELL (1994) citam que a rede aimentar em solos agricolas
cultivados é tipicamente fundamentada mais em bactérias que em fungos e a razéo entre
nematoides micofagos e bacteriéfagos pode ser uma importante descricdo da via de
decomposicdo na rede alimentar. No presente periodo de estudo (outono), arazéo m/b foi de
(0,24). O vdor da razéo demonstra que o canal prevalente de decomposicdo da matéria
organica, nestas condicdes, esta fundamentada principal mente na acdo de bactérias, refletindo
abundantes populacoes de bacterias e ata taxa de mineralizacdo (FRECKMAN & ETTEMA,
1993) e ciclagem de nutrientes (NEHER et al., 2005). Este valor foi maior do que estimado
para culturas anuais (0,11) no trabalho de NEHER & CAMPBELL (1994) e maior também do
gue o encontrado por GOMES et al. (2003) em plantacbes de soja (Glycine max L.) no
Distrito Federal (0,10). Por outro lado foi menor que os encontrados por VILLENAVE et al.
(2001) em areas de cultivo de milheto Pennisetum glaucum L.) (0,72). Enquanto o valor
médio da relacdo m/(m + b) apresentou o vaor de 0,12 confirmando o dominio das bactérias na
decomposi¢do da materia organica. Por outro lado, a andlise baseada na relacao (m+b)/fp o valor
determinado (0,66) indica que a herbivoria é um cana prevaente ao processo de decomposicao
da materia organica nestas condicoes.
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Tabela 3. Abundancia média dos nematdides (x 10° individuos/nf), no solo do Pampa Austral (Argentina) b distintos sistemas de cultivo.

(outono 2006)
. - . PC1 PC1 PC2 PC2 PD1 PD2  PD2
Grupo Tréfico Familia Género NO N120 NO N120 Past NO Past. N 120 PD1 NO N120 NO N120
Fitoparasitas Heteroderidae Meloidogyne 0,03 0,09 0,03
Hoplolaimidae Helicotylenchus 0,37 0,40 0,37 0,24 3,11 0,24 0,31 0,34 0,45 0,25
Hoplolaimus 0,26 0,12 0,16 0,11 0,23 0,17 0,07
Rotylenchus 0,08 0,03
Pratylenchidae Pratylenchus 0,08 0,13 0,24 0,18 211 0,28 0,20 0,28 015 013
Tylenchidae Coslenchus 0,01 2,16 0,18
Psilenchus 1,70 2,70 2,30 2,30 1,83 0,30 0,33 0,30 008 018
Tylenchus 0,37 0,24 0,08 0,23 1,94 0,32 0,33 0,30 02 022
Total 29,76 2,78 3,59 2,89 2,96 11,31 1,54 1,49 1,42 0,9 0,88
Bacteriéfagos Rhabditidae Cruznema 0,07 0,22 0,23 0,18 0,83 0,13 0,22 0,38 0,30 0,47
Rhabditis 0,24 0,32 0,74 0,47 211 0,21 0,32 0,43 027 057
Mesor habditis 0,34 0,08 0,10 0,23 1,33 0,16 0,31 0,26 043 0,36
Panagrolaimidae Panagrolaimus 0,02 0,03 0,02 0,03 0,21
Plectidae Anaplectus 0,10
Plectus 0,01 0,03
Cephalobidae Acrobeloides 0,04 0,02 0,08 0,11 0,03
Cephalobus 0,15 0,11 0,07 0,20 0,28 0,12 0,02 0,01
Chiloplacus 0,15 0,05 0,16 0,12 0,15
Eucephal obus 0,15 0,11 0,07 0,20 0,38 0,16 0,20 0,27 007
Seleborca 0,14 0,72 0,03 0,12 0,07
Prismatolai midae Prismatolaimus 0,01
Alaimidae Alaimus 0,01
Total 17,32 1,14 0,91 1,24 1,50 5,81 0,9 1,46 1,14 1,55 1,61
Micéfagos Anguinidae Ditylenchus 0,02 0,04
Aphelenchidae Aphelenchus 0,15 0,09 0,06 0,09 0,12 0,15 0,22 0,06
Aphelenchoididae Aphelenchoides 0,12 0,08 0,06 0,09 0,22 0,02 0,01 0,03 0,08
Diphtherophoridae Diphtherophora 0,05
Paraphelenchidae Paraphelenchus 0,10 0,02 0,03 0,06 0,08 0,15 0,08 0,06
Tylencholaimellidae  Tylencholaimellus 0,05 0,08
Tylencholaimidae Tylencholaimus 0,04 0,04
Total Micoéfagos 2,55 0,37 0,10 0,20 0,21 0,31 0,31 0,31 0,54 000 020
Onivoros Dorylaimidae Dorylaimus 0,07 0,03 0,01 0,38 0,15 0,10 0,07 0,05 0,09
Predadores Eudorylaimus 0,04 0,01 0,01 0,39 0,12 0,09 0,07 0,04 0,07
Labronema 0,02 0,22 0,05 0,01
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Continuagéo Tabela 3

Dorilaimido .s. lat. 0,03 0,16 0,03 0,12 0,02 0,02
Diplogasteridae Butlerius 0,13 0,11 0,05
Mononchidae Clarkus 0,13
Mononchus 0,02 0,07
Total 2,98 0,14 0,06 0,15 0,00 1,15 0,37 0,31 0,21 0,22 0,37
Ormi/Predador
Totais Grupos 52,61 4,43 4,66 4,48 4,67 18,58 3,18 3,57 3,31 2,67 3,06

Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotagdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotagdo pastagens, PD2= plantio direto — rotagdo cultivos, PC2= plantio

convencional — rotacdo cultivos; N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizag&o.
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Na Tabela 4 sdo apresentados os indices de diversidade da comunidade de
nematdides. Dos tratamentos, a pastagem fertilizada (Past N120) apresentou o maior valor de
H’, indicando a presenca de géneros “raros’. Esta area apresentou também o menor valor de
Ds, elevado valor da J', e finamente 0 maior nimero de géneros determinados, (S). O
tratamento PD1 NO (plantio direto com rotagcdo com pastagem néo fertilizada) apresentou um
comportamento similar ao tratamento Past N120 (Tabela 4).

Tabela 4. Indices ecol 6gicos das comunidades de nematoides nos diferentes tratamentos, em
solos do Pampa Austral (Balcarce, Argentina), outono de 2006.

Tratamentos Indices

H’ Ds J S
Past NO 2,58 0,09 0,88 19
Past N120 3,03 0,06 0,92 27
PC1 NC 2,59 0,09 0,93 16
PC1N12C 2,46 0,11 0,87 17
PD1 NO 2,90 0,06 0,92 23
PD1 N120 2,73 0,08 0,87 23
PC2 NC 2,27 0,15 0,78 18
PC2 N12C 2,51 0,10 0,93 15
PD2 NO 2,39 0,11 0,90 14
PD2 N120 2,65 0,09 0,86 22

H': Indice de diversidade de Shannon; Ds. Indice Diversidade de Simpson; J:Indice de
Equitatividade; S: Riqueza (N° de taxa). Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotagdo pastagens,
PC1= plantio convencionatrotacdo pastagens, PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio
convencional — rotagdo cultivos, N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizag&o.

No outono o indice H' foi afetado significativamente pelos sistemas de plantio, mas
ndo pela fertilizacdo e também ndo pela interacdo entre esses fatores (Tabela 5). Pode-se
perceber que & sistemas Past e PD1 apresentaram o valor maior no indice (Figura 2). A
andlise estatitica corroborou os dados de diversidade obtidos (H' e S), onde os tratamentos
com manejos conservacionistas como o PD, onde a cobertura com palha reduz a perda de
umidade, com um maior contetdo de agua no solo (BIEVINS & FRY E 1993), apresentaram 0s
maiores valores para estes indices, indicativo de comunidades equilibradas, com auséncia de
géneros dominantes e com uma distribuicdo compensada do nimero de nematdides nos
diferentes géneros presentes.
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Tabela 5. Probabilidades para os indices de diversidade de Shannon (H'), Simpson (Ds),

Equitatividade (J') e para a Riqueza (S), Densidade (d) e para as relaghes
mi cof agos/(mi cof agos+bacteri 6fagos) (m/(mt+b)) e
(micéfagostbacteri 6fagos)/fitoparasitas ((m+b)/fp) no outono de 2006, no Pampa
Austral (Fonte de Variagdo: Sstema de plantio (5 niveis: Pastagem, plantio direto 1,
plantio direto 2, plantio convencional 1, plantio convencional 2); fertilizacdo (a dois
niveis (NO e N120).

Fontes de variagéo Probabilidades
H Ds J S d m/mr+b  m+b/fp
Sistlemade Plantio 0,026 0056 0664 0,102 0336 0,301 0,234
Fertilizaco 0,153 0403 0879 0,188 0,826 0593 0,947
Sistemax 0,146 0,110 0300 0209 0,883 0,369 0,832
Fertilizacdo

Em negrita destacam-se os efeitos puros significativos (P = 0,05)

3,0 1

25 I LSD

2,0
H 15
1,0 1
0,5

0,0
Past PD1 PC1 PD2 PC2

Figura 2. indice de diversidade (H), no outono de 2006 para um solo do Pampa Austral, em

3.2

3.2.1.

funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacéo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizacdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindicaLSD (P< 0.05).

Inverno 2006

Estrutura tréfica da comunidade de nematoides

Determinaram se neste periodo, 41 géneros de nematdides, os quais foram classificados

em quatro grupos tréficos:. fitéfagos, bacteridfagos, micofagos e onivoro-predadores (Tabela 6),
observou-se uma riqueza maior no grupo dos bacteriéfagos, apresentando 14 géneros, enquanto
os fitéfagos apresentaram 10 géneros e o0s grupos de onivoro-predadores e os micdfagos
apresentaram 9 e 8 géneros respectivamente.
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Tabela 6. Géneros de nematdides encontrados em solos do Pampa Austral (Balcarce,
Argentina), no inverno de 2006, e classificados de acordo com sua forma de

alimentacéo.
. . . o Onivor os-
Fitoparasitas Bacteriéfagos Micofagos Predador es
Coslenchus Acrobeloides Aphelenchoides Clarkus
Helicotylenchus Alaimus Aphelenchus Chiloplacus
Hoplolaimus Amphidelus Diptherophora Discolaimium
Meloidogyne Anaplectus Ditylenchus Discolaimus
Pratylenchus Butlerius Leptonchus Dorylaimus
Psilenchus Cephalobus Paraphelenchus Dorylaimido s.l.
Rotylenchus Cruznema Tylencholaimellus Eudorylaimus
Tylenchus Eucephal obus Tylencholaimus Labronema
Tylenchorynchus ~ Mesorhabditis Mylonchulus
Xiphidorus Panagrolaimus
Plectus
Prismatolaimus
Rhabditis
SHeborca

A distribuicdo total dos distintos grupos tréficos na amostragem de inverno
apresentou se assim: fitdfagos (52,1%), bacteriofagos (28,3%), micofagos (10%) e onivoros -
predadores (8,8%).

A densidade média total de nematdides variou entre 0,63 e 1,07 x 10° individuos/n? nos
diferentes tratamentos (Tabela 7). O tratamento, Past N120 apresentou a maior densidade de
nematdides com 1,07 x 10° individuos/nf. Apresentou também, a maior densidade de
nematéides fitoparasitas (0,61 x 10° individuos/nf). Os restantes grupos apresentararm se com
sua maior densidade nos seguintes tratamentos, bacteriéfagos no tratamento PC1 NO (0,48 x
10° individuos/n?), micéfagos no PD1 NO (0,13 x 10° individuos/n?) e onivoro—predadores
no Past. N 120 (0,17 x 10° individuos/n?) (Tabela 7). Em relagio ao outono (amostragen
anterior), apresentourse uma notavel diferenca na densidade média total de nematdides,
coincidente com a época de amostragen, como tambén as atividades de preparo do solo em
alguns tratamentos. Em relacdo ao preparo do solo, este exerce uma importante acdo sob a
populacéo de nematoides (YEATES & HUGHES, 1990), No presente trabalho aconteceu uma
disminuicéo nas densidades de todos os grupos troficos, com a excecao dos bacteridfagos, nos
tratamentos sob sistemas convencionais de manejo. Contudo, em geral a proporcdo de grupos
troficos, foi similar no outono, ainda com aumentos no grupo de micéfagos e onivoros-
predadores.

NEHER & CAMPBELL (1994) citam que a cadeia alimentar em solos agricolas
cultivados é tipicamente fundamentada mais em bactérias que em fungos e a razdo entre
nematoides micéfagos e bacteridfagos pode ser uma importante descricdo da via de
decomposicdo na cadeia alimentar. No periodo de estudo (inverno), a razéo entre micofagos e
bacteriéfagos foi de 0,35 sendo este valor maior do que foi calculado para a amostragem de
outono e para as culturas anuais (0,11) por NEHER & CAMPBELL (1994). O valor da razéo
entre micéfagos e bacteriofagos m/b e (m+b)/b (0,28), no inverno, confirma que a via de
decomposicdo da matéria organica esta fundamentada na acdo de bactérias. A relacdo
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(mtb)/fp = O, 73, anda evidencia a herbivoria, em relacdo ao outono, como um cand
prevalente ao processo de decomposicao nestas condi goes.
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Tabela 7. Abundancia média dos nematéides do solo (x 10° individuos/n?), no solo do Pampa Austral (Argentina) sob distintos sistemas de
cultivo. (inverno 2006).

Grupo Tréfico Familia Género PCINO PC1N120 PC2NO PC2N120 PastNO Past. N120 PD1NO PD1N120 PD2NO PD2N120
Fitoparasitas Heteroderidae Meloidogyne 0,007 0,007 0,007 0,01
Hoplolaimidae Helicotylenchus 0,13 0,1 0,13 0,21 0,15 0,17 0,13 0,14 0,09 0,12
Hoplolaimus 0,15 0,18 0,07 0,13 0,06 0,08 0,1
Rotylenchus 0,007 0,03 0,02 0,03 0,02
Pratylenchidae Pratylenchus 0,04 0,04 0,02 0,03 0,05 0,05 0,02 0,13 0,04 0,06
Tylenchidae Coslenchus 0,01 0,01 0,02 0,11 0,01
Psilenchus 0,007 0,04 0,02 0,09 0,08 0,13 0,05 0,11 0,09
Tylenchus 0,10 0,05 0,05 0,05 0,03 0,13 0,12 0,07 011 0,03
Longidoridae Xiphidorus 0,007
Belonolaimidae Tylenchorhynchus 0,007 0,007
Trichodoridae Trichodorus 0,007
Belondiridae Dorylaimellus 0,007
Total 429 043 0,39 0,31 0,35 0,5 0,61 0,49 0,48 0,37 0,34
Bacteri6fagos Rhabditidae Cruznema 0,07 0,03 0,05 0,06 0,007 0,04 0,04 0,15 0
Rhabditis 0,2 0,21 0,15 0,15 0,007 0,05 0,01 0,007 0,03 0,03
Mesorhabditis 0,07 0,04 0,01 0,02 0,007 0,007 0,05 0,04 0,03
Panagrolaimidae Panagrolaimus 0,03 0,02 0,02 0,02
Plectidae Plectus 0,04 0,03 0,007 0,05
Cephalobidae Acrobeloides 0,007 0,007 0,02 0,02 0,007
Cephalobus 0,007
Chiloplacus 0,01
Eucephalobus 0,05 0,02 0,02 0,007 0,01 0,02
Sdeborca 0,01 0,03 0,01 0,03 0,07 0,03 0,01 0,01 0,03
Prismatolaimidae Prismatolaimus 0,007 0,007 0,007
Alaimidae Alaimus 0,007 0,013 0,013 0,007
Amphidelus 0,013
Diplogasteridae Butlerius 0,007 0,007
Total 232 048 0,37 0,25 0,27 0,05 0,18 0,11 0,14 0,32 0,15
Micofagos Anguinidae Ditylenchus 0,01 0,02 0,06 0,01 0,03 0,01 0,00
Aphelenchidae Aphelenchus 0,03 0,01 0,01 0,01 0,07 0,04 0,01 0,02
Aphelenchoididae Aphelenchoides 0,02 0,01 0,01 0,02
Diphtherophoridae Diphtherophora 0,01 0,03 0,01 0,02 0,02
Paraphelenchidae Paraphelenchus 0,01 0,03 0,03 0,01 0,01 0,01 0,03 0,03 0,01 0,01
Tylencholaimellidae ~ Tylencholaimellus 0,01 0,01 0,01 0,02 0,05 0,03 0,01 0,01
Tylencholaimidae Tylencholaimus 0,02 0,01 0,00
L eptonchidae Leptonchus 0,01 0,01 0,01 0,03 0,03 0,02 0,01
Total Mic6fagos 0,82 0,03 0,07 0,11 0,03 0,11 0,11 0,13 0,10 0,05 0,09
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Continuacéo Tabela 7.

Onivoros Dorylamidae Dorylaimus 0,01 0,03 0,07 0,03 0,03 0,10 0,03 0,08 0,02 0,03
Predadores Eudorylaimus 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01
Discolaimium 0,01
Discolaimus 0,01 0,03
Dorilaimido s. lat. 0.01 0.03 0.01
Labronema 0,01 0,02 0,01
Aporcelaimellus 0,03
Carcharol aimidae Carcharolaimus 0.01 001
Mononchidae Clarkus 0,03 0,01 0,01 0,01 0,03
Mylonchulidae Mylonchulus 0,01 0.02 0.07
Total Oniv/Pred 0,77 001 0,08 0,09 0,04 0,11 0,17 0,07 0,11 0,04 0,05
Total Grupos 8,20 0,95 0,91 0,76 0,70 0,76 1,07 0,81 0,83 0,78 0,63

Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotagdo pastagens, PC1= plantio convencionalrotagdo pastagens, PD2= plantio direto — rotagdo cultivos, PC2= plantio
convencional — rotacdo cultivos; N120= com fertilizagdo; NO= sim fertilizac&o.



Na Tabela 8 sdo apresentados os indices descritores da comunidade de nematéides.
Dos tratamentos, PD2 N120 e a pastagem fertilizada (Past. N120) apresentaram oS maiores
valores de H’, indicando a presenca de géneros “raros’, apresentando também os menores
valores de dominéncia de Simpson Ds), elevado valor do indice de equitatividade (J), e
finalmente apresentando os maiores nimeros de géneros determinados, a riqueza (S). Como
aconteceu no outono, aqueles tratamentos com atividades conservacionistas, como o plantio
direto, foram os que maior indice de diversidade apresentaram.

Tabela 8. indices ecoldgicos das comunidades de nematdides nos diferentes tratamentos, em
solos do Pampa Austral (Balcarce, Argenting), para o inverro de 2006.

Tratamentos Indices
H Ds J S

Past NO 2,60 0,11 0,83 23
Past N120

2,78 0,08 0,86 25
PCLINC 2,38 0,12 0,82 18
PCIN120 2,55 0,12 0,81 23
PD1 NO

2,53 0,10 0,86 19
PD1 N120

2,52 0,10 0,87 18
PC2NC 2,64 0,10 0,84 23
PC2N120 2,34 0,15 0,78 20
PD2NO 2,61 0,10 0,83 23
PD2N120 2,84 0,08 0,89 24

H’: indice de diversdade de Shannon; Ds. Indice Diversidade de Simpson; J: indice de
Equitatividade; S: Riqueza (N° de taxa). Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens,
PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens, PD2= plantio direto — rotagdo cultivos, PC2= plantio
convencional — rotacdo cultivos; N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizago.

Os parametros relacionados com a diversidade nédo foram afetados pelos sistemas de
plantio e também pela fertilizacdo. O indice indicador da via de degradacdo da materia
organica (m/mtb) foi afetado pelo sistema de plantio (Tabela 9). Pode-se perceber que o PD1
e 0 Past. apresentaram um maior valor para o indice do que PC1 e PC2 (Figura 3). Estes
resultados refletem o impacto diferencial das atividades antrépicas sobre os grupos tréficos,
nos tratamentos com manejo convencional, e tambén a condicdo dos residuos sobre o solo
naqueles tratamentos com plantio direto.  Evidentemente o revolvimento do solo,
disponibilizou os residuos o que gerou um incremento nas populacbes de nematdides
bacteriofagos (YEATES, 1999), enquanto nos tratamentos de plantio direto, para a data de
amostagen, esses residuos apresentariam altarelacéo C:N sendo a degradacdo dominada pel os
fungos (WARDLES & YEATES, 1993).
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Tabela 9. Probabilidades para os indices de diversidade de Shannon (H'), Simpson (Ds),

Equitatividade (J') e para a Riqueza (S), Densidade (d) e para as relaghes
mi cof agos/(mi cof agos+bacteri 6fagos) (m/(mt+b)) e
(micofagostbacteriéfagos)/fitoparasitas ((m+b)/fp) no inverno de 2006, no Pampa
Austral (Fonte de Variag8o: Sistema de plantio (5 niveis: Pastagem, plantio direto 1,
plantio direto 2, cultivo convenciona 1, cultivo convencional 2); fertilizacdo (a dois
niveis (NO e N120).

Fontes de variacéo Probabilidades
H Ds J S d m/m+b  m+b/fp
Sistemade Plantio 0,868 0,764 0479 0894 0574 0,009 0,310
Fertilizagdo 0,120 0,165 0,159 0,200 0,756 0944 0,183
Sistemax

Fertilizacdo

0,416 0394 0,241 0,713 0,779 0,399 0,566

Em negrita destacam-se os efeitos puros significativos (P = 0,05)

0,5 1

04 -

LSD
0,

m/m+b
0,2 -

0,1 -

Past PD1 PC1 PD2 PC2

Figura 3. Relacdo micdfagos/micofagostbactei6fagos (m/m+b), no inverno de 2006 para um

3.3.

3.3.1.

solo do Pampa Austral, em funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past=
pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens;, PC1= plantio convencional-rotacéo
pastagens; PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional —
rotagdo cultivos, N120= com fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barra indica LSD
(P< 0.05).

Verao 2007

Estrutura tréfica de comunidade de nematoéides

No verdo de 2007 determinaramse 50 géneros de nematdides, os quais foram

classficados em quatro grupos troficos. fitéfagos, bacteriéfagos, micéfagos e onivoro-
predadores observou-se uma riqueza maior no grupo dos fitéfagos, apresentando 15 géneros, 0s

24



bacteriéfagos 13 géneros, os onivoro-predadores 13 géneros, enquanto os micofagos
apresentaram sO 9 géneros. (Tabela 10).

A distribuicdo total dos distintos grupos troficos no periodo de verdo apresentou-se
assm: fitoparasitas (50,5 %), lacteridfagos (24,87%), micofagos (8,65 %) e onivoros -
predadores (16 %).

A densidade media total de nematdides variou entre 1,013 e 2,16 x 10° individuos/n?
nos diferentes tratamentos (Tabela 11). O tratamento, Past N120 apresentou a maior densidade
de nematoides com 2,16 x 10° individuos/nf. Apresentando também, a maior densidade de
nemat6ides fitoparasitas (1,42 x 10° individuos/n?), 0s restantes grupos apresentaram-se com
sua maior densidade nos seguintes tratamentos, Bacteriofagos no tratamento PC1 NO (0,68 x
10° individuos/nf), micéfagos no Past N120 (0,22 x 10° individuos/nf) e onivoro—predadores
na Past. NO (0,44 x 10° individuos/n?) (Tabela 11). Os resultados das densidade indicariam
um efeito de mango, pelo fato das maiores densidades de nematGides bacteridfagos se
apresentaram em plantio convencional (BRMEZ, et al., 2006) e de forma inversa, as maiores
densidades de nematGides micGfagos e onivoros apresentaramse nos sistemas de plantio
direto (Tabela 11). Asssm mesmo, um efeito de cobertura, ja que os tratamentos sob plantio
direto ou convencional com pastagen tiveram maior densidade de nematdides micéfagos e
onivoros.

NEHER & CAMPBELL (1994) citam que a cadeia alimentar em solos agricolas
cultivados é tipicamente fundamentada mais em bactérias que em fungos e a razdo entre
nematoides micéfagos e bacteriéfagos pode ser uma importante descricdo da via de
decomposicdo na cadeia alimentar. No periodo de estudo (veréo), a razéo entre micofagos e
bacteriéfagos foi de 0,34 sendo este valor indicativo da degradacdo bacteriana sendo maior do
gue foi calculado para a amostragem de outono (0,14) e para as culturas anuais (0,11) por
NEHER & CAMPBELL (1994). O vaor da razdo m/b indica que a via predominante de
decomposicdo da matéria organica estd fundamentada principalmente na agdo de bacterias,
mas com uma participagdo maior dos fungos, embora é assm pelo fato da diminuicdo da
densidade de bacteri6fagos mas que pelo aumento dos micofagos. Quanto ao indice m/(m + b)
o valor 0,25 indicadegradacdo via bacteriana. Emquanto arelacdo (m+b)/fp = 0,66 evidencia
uma maior importancia da herbivoria, esto poderia-se relacionar com o desenvolvimento do
cultivo de milho e das pastagens.
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Tabela 10. Géneros de nematdides encontrados em solos do Pampa Austral (Balcarce,
Argentina), no verdo de 2007, e classificados de acordo com sua forma de

alimentacéo.
. . . o Onivor os-

Fitoparasitas Bacteriéfagos Micofagos Predador es
Boleodorus Acrobeloides Aphelenchoides Aporcelaimus
Codenchus Alaimus Aphelenchus Aporcelaimellus
Dorylaimellus Anaplectus Diphtherophora Carcharolaimus
Helicotylenchus Cephalobus Ditylenchus Clarkus
Hoplolaimus Chiloplacus Leptonchus Discolaimium
Meloidogyne Cruznema Paraphelenchus Discolaimus
Neothada Eucephalobus Tylencholaimellus Discolaimoides
Paratrichodorus  Mesorhabditis Tylencholaimus Dorylaimoides
Peltamigratus Panagrolaimus Tylolaimophorus Dorylaimus
Pratylenchus Plectus Dorylaimido s.l.
Psilenchus Prismatolaimus Eudorylaimus
Rotylenchus Rhabditis Labronema
Trichodorus Seleborca Nygolaimus
Tylenchus Prodorylaimus
Belondira
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Tabela 11. Abundancia média dos nematéides do solo (x 10° individuos/nf), no solo do Pampa Austral (Argentina) sob distintos sistemas de
cultivo (verdo 2007).

Grupo Tréfico Familia Género PCINO PC1N120 PC2NO PC2N120 PastNO Past. N120 PD1NO PD1N120 PD2NO PD2N120
Fitoparasita:  Heteroderidae Meloidogyne 0,007 0,027 0,007 0,007 0,01
Hoplolaimidae Helicotylenchus 0,020 0,160 0,047 0,140 0,173 0,073 0,073 0,053 0,187 0,160
Hoplolaimus 0,133 0,107 0,113 0,100 0,047 0,133
Peltamigratus 0,013 0,007 0,127 0,053 0,013 0,007 0,027
Rotylenchus 0,020 0,007 0,007 0,013
Pratylenchidae Pratylenchus 0,180 0,140 0,080 0,087 0,113 0,053 0,053 0,100 0,073 0,120
Tylenchidae Coslenchus 0,047 0,440 0,313 0,027 0,133 0,047
Psilenchus 0,007 0,040 0,113 0,027 0,113 0,133 0,133 0,020 0,167 0,040
Tylenchus 0,100 0,127 0,193 0,280 0,193 0,133 0,087 0,153 0,153 0,113
Boleodorus 0.007
Thada 0.007
Trichodoridae Trichodorus 0,047 0,033
Belondiridae Dorylaimellus 0.007 0.007 0.093 0.013 0.007
Belondira 0,013
Total 6,623 0,467 0,615 05 0,541 1,426 0,918 0,44 0,472 0,72 0,524
Bacteriofagos  Rhahditidee Cruznema 0,060 0,100 0,120 0,060 0,013 0,047 0,013 0,120 0,140
Rhabditis 0,407 0,307 0,113 0,320 0,040 0,073 0,087 0,093 0,027 0,093
Mesorhabuitis 0,140 0,047 0,113 0,087 0,013 0,020 0,007 0,080
Panagrolaimidae  Panagrolaimus 55 013 0,007 0007 0013 0013 0007
Plectidae Plectus 0,007 0,007 0,007 0,007 0,013 0,013
Anaplectus 0,007 0,007 0,013
Cephalobidae Acrobeloides 0,020 0,013 0,013 0,007
Cephalobus 0,013 0,013
Chiloplacus 0,007
Eucephalobus 0,020
Seleborca 0,007 0,007 0,020 0,033 0,040 0,013 0,013 0,027 0,060
Prismatolaimidae Prismatolaimus 0,007
Alaimidae Alaimus 0,013 0,013
Total 326 0,681 0,474 0,359 05 0,099 0,154 0,194 0,173 0,2 0,426
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Continuagdo Tabela 11.

Micofagos

Anguinidae

Ditylenchus

0,007 0027 0,040 0060 0040 0007 0013 0,013
Aphelenchidae Aphelenchus 0,027 0020 0,027 0013 0007 0093 0033 0047 0060
Diphtherophoridae Diphtherophora 0.020 0.013 0.007 0.007 0.027
Tylolaimophorus 0.007
Paraphelenchidae Paraphelenchus 0.040 0.007 0.013
Tylencholaimellidee  Tylencholaimellus 0,007 0013 0080 0140 0013 0013 0033
Tylencholaimidae Tylencholaimus 0.007 0.027 0.013 0.027 0.007
L eptonchidae Leptonchus 0,007 002 0013
Total 1,135 0,055 0047 0,087 006 0193 0227 0193 0066 0,107 0,1
Onivoros Dorylamidae Dorylaimus 0.007 0.007 0013
Predadores Prodorylaimus 0013
Labronema 0,033 0007 0007 0013 0127 0053 0053 0100 0027 0027
Eudorylaimus 0,033 0053 0007 0047 0060 0107 0,007 0020 0,020
Discolaimium 0020 0.007
Discolaimus 0,007 0,013 0013 0007 0013 0007 0,007
Discolaimoides 0013
Dorilaimido s, lat.
0,020 0007 0,007 0027 0007 0020 0,040 0,033
Dorylaimoides 0,033
Aporcelaimus 0033
Aporcelaimellus 0,053 0027 0013 0007 0200 0207 0107 0167 0040 0020
Carcharolaimidae Carcharolaimus 0.007
Mononchidae Clarkus 0013 0.007 0.007
Nygolaimidae Nygolaimus 0,013 0,007 0,007 0,013
Tota 2.00 0.166 0107 0067 0067 0447 0411 0246 0368 0114 01
Total Grupos 13,108 1,369 1243 1013 1,168 2165 1720 1073 1079 1141 115
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Na Tabela 12 sdo apresentados os indices descritores da comunidade de nematdides.
Dos tratamentos, PD1 NO apresentou o maior valor de H’, indicando a presenca de géneros
“raros’, apresentando também o menor valor de dominancia de Simpson (Ds), elevado valor
do indice de equitatividade (J'), e finalmente apresentando o maior nimero de géneros
determinados, a riqueza (S).

Tabela 12. indices ecol 6gicos das comunidades de nemat6ides nos diferentes tratamentos, em
solos do Pampa Austral (Balcarce, Argentina), para o verdo de 2007.

Indices

Tratamentos

H’ Ds J S
Past NO 2,32 0,13 0,86 15
Past N120 2,44 0,12 0,84 19
PC1 NC 2,23 0,16 0,81 16
PC1 N12C 2,22 0,14 0,87 13
PD1 NO 2,64 0,08 0,92 18
PD1 N120 2,32 0,13 0,88 14
PC2 NC 2,26 0,13 0,90 13
PC2 N12C 1,90 0,20 0,82 11
PD2 NO 2,28 0,15 0,84 15
PD2 N120 2,37 0,12 0,88 15

H’: indice de diversdade de Shannon; Ds:. Indice Diversdade de Simpson; J: indice de
Equitatividade;, S: Riqueza (N° de taxa). Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotagdo pastagens,
PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens, PD2= plantio direto — rotagéo cultivos, PC2= plantio
convencional — rotacdo cultivos; N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizag&o.

No verdo o indice de diversidade, dominancia, riqueza, a densidade de nematdides e a
rdlacdo m/m+b foram afetados pelo sistema de plantio (Tabela 13). O H' fol maior no Past. e
PD1 do que PC2 e no geral os tratamentos com manejo conservacionistas apresentaram maior
diversidade (Figura 4). A dominancia foi maior no tratamento PC2 do que PD1 (Figura 5). A
riqueza foi maior no Past. e PD1 do que PC2 (Figura 6) e finamente adensidade (d) foi maior
no Past. do que PC2 (Figura 7). Emquanto a relagdo m/m+b o Past apresentou um valor
significativamente maior do que os restantes tratamentos, e o PD1 diferenciouse dos
tratamentos PC1 e PC2, apresentando um indice maior (Figura 8).
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Tabela 13. Probabilidades para os indices de diversidade de Shannon (H’), Simpson (Ds),
Equitatividade (J), Riqueza (S), Densdade (d) e paa as relagdes
mi cof agos/(mi cof agos+bacteri 6fagos) (m/(mt+b)) e
(micoéfagostbacteriéfagos)/fitoparasitas ((n+b)/fp) no verdo de 2007, no Pampa
Austral (Fonte de Variag8o: Sistema de plantio (5 niveis: Pastagem, plantio direto 1,
plantio direto 2, plantio convencional 1, plantio convencional 2; e fertilizacgo (a dois

niveis (NO e N120).
Fontes de variagéo Probabilidades
H Ds J S d m/m+b  m+b/fp
Sistema de Plantio 0,008 0,027 0,443 0,012 0,046 0,0001 0,060
Fertilizaco 0,072 0,160 0,751 0,142 0540 0541 0,323
Sistemax 0,227 0122 0354 0783 0985 0463 0,331
Fertilizacdo

Em negrita destacam-Se 0S efeitos puros significativos (P = 0,05)

I LsD

Past PD1 PC1 PD2 PC2

Figura 4. indice de diversidade (H'), no verdo de 2007 para um solo do Pampa Austral, em
funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens; PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos; N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizaco. A barraindicaLSD (P< 0.05).
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Figura 5. Indice de dominancia (Ds), no verdo de 2007 para um solo do Pampa Austral, em
funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens; PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindicaLSD (P< 0.05).
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» 10 A

Past PD1 PC1 PD2 PC2

Figura 6 Rigueza (S), no verdo de 2007 para um solo do Pampa Austral, em funcdo dos
sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—+otacdo
pastagens, PCl= plantio convenciona-rotacdo pastagens, PD2= plantio direto —
rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos; N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindicaLSD (P< 0.05).
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Figura 7. Densidade de nematéides, no verdo de 2007 para um solo do Pampa Austral, em
funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens; PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindicaLSD (P< 0.05).
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Figura 8. Relacdo micofagos/micofagostbacteridfagos (m/m+b), no verdo de 2007 para um
solo do Pampa Austral, em funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past=
pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacéo
pastagens, PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional —
rotacdo cultivos; N120= com fertilizagdo; NO= sim fertilizacdo. A barra indica LSD
(P< 0.05).
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3.4. Primavera 2007

34.1. Estrutura tréfica da comunidade de nematoéides

Determinaram-se 41 géneros de nematdides, os quais foram classificados em quatro
grupos troficos. fitdfagos, bacteriofagos, micdfagos e onivoro-predadores (Tabela 14), observou
Se uma riqueza maior nos grupos dos bacteri6fagos e onivoro- predadores apresentando ambos 13
géneros, enquanto os fitéfagos apresentaram 8 géneros e 0s micdfagos apresentaram 7 géneros.

Tabela 14. Géneros de nematdides encontrados em solos do Pampa Austra (Balcarce,
Argentind), na primavera de 2007, e classificados de acordo com sua forma de

alimentacéo.

Fitoparasitas Bacteriofagos Micofagos Onivoros-Predadores
Coslenchus Acrobeloides Aphelenchoides Aporcelaimus
Helicotylenchus Alaimus Aphelenchus Aporcelaimellus
Hoplolaimus Amphidelus Diphtherophora Carcharolaimus

Meloidogyne Cephalobus Ditylenchus Clarkus
Pratylenchus Cruznema Paraphelenchus Discolaimium
Scutellonema Eucephalobus  Tylencholaimellus Discolaimus
Psilenchus Mesorhabditis ~ Tylencholaimus Discolaimoides
Tylenchus Panagrolaimus Dorylaimus
Plectus Dorilaimido s..
Prismatolaimus Eudorylaimus
Rhabditis Granunchulus
Rhabditis s.l. Labronema
Seleborca Prodorylaimus

A digtribuicéo total dos distintos grupos troficos no periodo da primavera apresentou
se assim: fitoparasitas (53,3%), bacteriéfagos (20,3%), micofagos (6.6%) e onivoros -
predadores (19,4%).

A densidade média total de nematéides variou entre 10,41 e 31,11 x 10° individuos/n?
nos diferentes tratamentos (Tabela 14), valores muito superiores ao registrados nas épocas bs
amostragers anteriores. O PD1 N 120 apresentou a maior densidade de nematéides com 31,11
x 10° individuos/n?. Apresentou também, a maior densidade de nematdides fitoparasitas
(19,27 x 10° individuos/n?). Os grupos restantes apresentaram+se com sua maior densidade
nos seguintes tratamentos, bacteriéfagos no tratamento PD1 NO (13,16 x 10° individuos/nT),
mic6fagos no Past. N120 (3,86 x 10° individuos/nT) e onivoro—predadores na Past. NO (6,70 x
10° individuos/nt). Os nematdides micéfagos ndo ocorreram no PD2 N120 (Tabela 15). Em
relacdo a elevada presenca de nematdides fitoparasitas, NILES & FRECKMAN (1998)
relataram que ocorre aumento na abundancia destes em &reas sob estresse ou disturbios
ambientais.

NEHER & CAMPBELL (1994) citam que a cadeia alimentar em solos agricolas
cultivados é tipicamente fundamentada mais em bactérias que em fungos e a razdo entre
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nematéides micofagos e bacteriofagos pode ser uma importante descricdo da via de
decomposicdo na cadeia aimentar. No periodo de estudo (primavera), a razdo entre
micofagos e bacteridfagos foi de 0,32 sendo este valor maior do que foi calculado por
GOMES et al. (2003) em plantactes de soja no Distrito Federal (0,10). O valor darazéo entre
micofagos e bacteri6fagos para a primavera indica que a via prevaente de decomposicdo da
matéria organica continua sendo direcionada pela agdo das comunidades bacterianas. Quanto
a0 indice m/(m+b) de valor 0,24 corrobora o indicado pela relacdo f/b prevaléncendo a acdo
das bactérias na degradacdo da matéria orgénica. A relagdo m+b/fp, que apresentou o valor
de 0,50, evidenciou um decréscimo da herbivoria em relagdo ao verdo. O vaor de 0,50
indicou o equilibrio ertre o processo de decomposicéo e a herbivoria. Isto se relaciona,
provalvemente com o maior desenvolvimento das populacdes de fitoparasitas que foram
geradas pelo cultivo do milho e das pastagens, quanto ao desenvolvimento das populagdes de
bacteriéfagos no PD1 NO.



Tabela 15. Abundancia média dos nematdides do solo (x 10° individuos/nf), no solo do Pampa Austral (Argentina) sob distintos sistemas de
cultivo. (primavera 2007).

GrupoTrofico  Familia Género PC1 NC PC1N12C PC2NC PC2N12C PastNC Past.N12C PDINC PD1N12C PD2NC  PD2N12C
Fitoparasitas Heteroderidae Meloidogyne
Hoplolaimidae Helicotylenchus 5,80 3,27 3,47 5,06 3,47 4,00 4,80 547 8,73 8,70
Hoplolaimus 3,66 9,60 0,40 2,67 2,07 1,40 7,40 0,87 1,80
Scutellonema 0,13
Pratylenchidae Pratylenchus 0,86 1,14 2,27 0,67 0,60
Tylenchidae Coslenchus 1,60 2,13 2,27 0,53
Psilenchus 0,07
Tylenchus 1,13 0,87 2,40 2,50 3,80 3,90 1,73 5,73 1,33 2,47
Tota 121,09 13,07 13,74 6,27 8,70 12,07 12,34 11,00 19,27 10,93 13,70
Bacteriofagos Rhabditidae Cruznema 0,33 2,40 1,82 0,87 5,70 0,40
Rhabditis 1,93 0,27 3,00 2,65 1,80 1,40 5,07 2,20 1,93 1,73
Mesorhabditis 0,60 1,60 1,67 0,13
Panagrolaimidae Panagrolaimus 1,00 0,33
Plectidae Plectus 0,20 0,20 0,73 0,20
Cephalobidae Acrobeloides 0,33 0,40 0,70
Cephalobus 0,13 0,07
Eucephal obus
Sdeborca 0,33 0,07 1,47 153 0,20 0,33
Prismatolaimidae Prismatolaimus
Alaimidae Alaimus 0,33
Amphidelus 0,06
Total 4611 2,79 1,73 6,34 4,47 4,00 3,80 13,16 3,87 2,86 3,09
Micofagos Anguinidae Ditylenchus 0,40 0,27
Aphelenchidae Aphelenchus 0.60 0,60 1,53 1,33 1,00 0,60 0,33
Aphelenchoididee ~ Aphelenchoides 0,13 0,06 0,36 0,13 0,07 0,60 0,53
Diphtherophoridae  Diphtherophora 0,53
Paraphelenchidae Paraphelenchus 0,13 0,20
Tylencholaimellidae Tylencholaimellus 0,07 1,01 0,94 2,13 0,07 1,07 0,20
Tylencholaimidae ~ Tylencholaimus 0,20
15,09 0,86 0,07 0,66 1,37 3,00 3,86 1,94 2,27 1,06




Continuacdo Tabela 15

Onivoros Dorylaimidae Dorylaimus 0,33 0,13 0,33 1,73 1,40 0,40 0,73 0,53 0,40
Predadores Prodorylaimus 0,13 0,07 0,20
Labronema 0,67 1,80 0,20 1,14 1,13 0,87 2,93 0,33 1,13
Eudorylaimus 0,20 0,47 1,20 0,66 0,50 0,87 0,13 1,13 0,20
Discolaimium 0,40 0,13
Discolaimus 0,33 0,20
Discolaimoides 0,20 0,07 0,33
Dorilaimido s. lat. 0,13 0,13 0,40 0,45 0,73 0,66 0,27 0,60 0,33 0,07
Aporcelaimus 0,13 0,33 0,07 0,73
Aporcelaimellus 0,80 1,60 0,40 1,23 2,20 2,13 0,73 0,27 1,40 0,40
Carcharolaimidae  Carcharolaimus 0,27
Mononchidae Clarkus 0,40 0,07 0,33 1,13 0,73
Granunchulus 0,27
Total 44,78 2,60 5,70 3,13 4,22 6,70 6,47 3,30 5,70 3,70 3,53
Total grupos 227,07 19,32 21,24 10,41 18,76 25,77 26,00 29,39 31,11 19,76 20,32

Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens, PC1= plantio convencionalrotagdo pastagens, PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio
convencional — rotacdo cultivos; N120= com fertilizaco; NO= sim fertilizacdo..



Na Tabela 16 sdo apresentados os indices descritores da comunidade de nematéides.
Dos tratamentos, a pastagem néo fertilizada (Past NO) apresentou o maior valor de H’ (2,55),
indicando apresenca de géneros “raros’. Esta area apresentou também o menor valor de
dominancia de Simpson (Ds), elevado valor do indice de equitatividade (J), e finalmente 16
géneros determinados (S). Estes resultados refletem uma comunidade equilibrada, com
auséncia de géneros dominantes e com uma distribuicdo compensada do nimero de
nematdides nos diferentes géneros presentes. O tratamento Past N120 apresentou um
comportamento similar ao Past NO (Tabela 15).

Tabela 16. indices ecol 6gicos das comunidades de nemat6ides nos diferentes tratamentos, em
solos do Pampa Austral (Balcarce, Argentina), para a primavera de 2007.

Tratamentos Indices

H’ Ds J S
Past NO 2,55 0,09 0,93 16
Past N120 2,45 0,10 0,92 14
PC1NO 2,25 0,16 0,79 17
PC1 N120 1,83 0,25 0,72 13
PD1 NO 2,15 0,18 0,81 15
PD1 N120 2,18 0,14 0,84 13
PC2 NO 2,04 0,17 0,83 12
PC2 N120 2,25 0,20 0,76 19
PD2 NO 1,94 0,25 0,74 14
PD2 N120 1,83 0,26 0,74 12

H': indice de diversdade de Shannon; Ds. Indice Diversidade de Simpson; J': indice de
Equitatividade;, S: Riqueza (N° de taxa). Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens,
PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens, PD2= plantio direto — rotagdo cultivos, PC2= plantio
convenciona — rotagdo cultivos, N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizag&o.

Na primavera os indices de diversidade, dominancia, equitatividade e a relacao m+b/fp
foram influenciados pelo sistema de plantio, enquanto a riqueza e a relagdo m/mtb foram
influenciados pela interacdo sistema de plantio x fertilizacdo (Tabela 17). O H’ foi maior no
Past. do que outro tratamentos (Figura 9). A dominancia foi maior no tratamento PD2 do que
PC2, PD1 e Past. (Figura 10). A equitatividade foi maior no Past. do que nos tratamentos
restantes (Figura 11). No caso da riqueza, pode-se perceber o comportamento diferencial
dependendo da condicdo de fertilizacdo, na condicdo N120 o PC2 diferenciouse
significativamente dos restantes tratamentos apresentando maior numero de géneros
presentes mas géneros de nematGides bacteriéfagos e onivoros. Enquanto na condicdo NO
ndo existiram diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 12). A relacdo m/m+b
comportouse diferencialmente segundo o nivel de fertilizacdo (Figura 13). Para NO os
tratamentos Past. e PC1 foram significativamente maiores do que PD1 e PC2, enquanto paraa
condicdo N120, o Past e PD1 diferenciamse significativamente dos restantes tratamentos
apresentando os maiores valores para a relacdo. Na realcdo m+b/fp o tatamento PC2

37



diferenciouse dos restantes tratamentos apresentando um valor significativamente maior para
a relacdo (Figura 14), principalmente se detectaram atas densidades populacionais dos
nematdides Rhabditis Cruznema (Tabela 15), considerados oportunistas (FERRIS et al.,
2001) que aumentariam sua presenca com as actividades agricolas indicando resposta
batecteriana a baixa relacéo C:N (BONGERS & BONGERS, 1998) vinculada a degradacéo
do residuo do milho no tratamento PC2.

Tabela 17. Probabilidades para os indices de diversidade de Shannon (H’), Simpson (Ds),
Equitatividade (J), Riqueza (S), Densidade (d) e paa as relaghes
mi cof agos/(mi cof agos+bacteri 6fagos) (m/(mt+b)) e
(micofagos+bacteri6fagos)/fitoparasitas (m+b)/fp) na primavera de 2007, no Pampa
Austral (Fonte de Variagdo: Sistema de plantio (5 niveis: Pastagem, plantio direto 1,
plantio direto 2, cultivo convenciona 1, cultivo convencional 2); fertilizacdo (a dois

niveis (NO e N120).
Fontes de Probabilidades
variagéo

H Ds J S o m/m+b  m+b/fp
S'g‘;::ﬁ)de 0,006 0,0008 0,0001 0559 0,055 0,0001 0,027
Fertilizagcdo 0,389 0229 0192 0684 0,332 0189 0,669
Sistemax
Fertilizacio 0,297 0,229 0,290 0,0049 0,931 0,0001 0,223

Em negrita destacar-se os efeitos puros significativos (P = 0,05)

ILSD

Past PD1 PC1 PD2 PC2 LSD

Figura 9. Indice de diversidade (H’), na primavera de 2007 para um solo do Pampa Austral,
em funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacéo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacao pastagens, PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizacdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindicaLSD (P< 0.05).
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Figura 10. indice de dominancia (Ds), na primavera de 2007 para um solo do pampa austral,
em funcao dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacéo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens; PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizacdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindicaLSD (P< 0.05).
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Past PD1 PC1 PD2 PC2

Figura 11. indice de equitatividade (J), na primavera de 2007 para um solo do pampa
austral, em funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacéo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens, PD2=
plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacéo cultivos; N120=
com fertilizagdo; NO= sim fertilizaco. A barraindica LSD (P< 0.05).
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Figura 12. Rigueza (S), na primavera de 2007 nos diferentes tratamentos para um solo do
pampa austral, nas duas condicdes de fertilizacdo. Past= pastagem; PD1= plantio
direto-rotacéo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens; PD2= plantio
direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindicaLSD (P< 0.05).
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Figura 13. Relacdo micofagos/micédfagostbacteriofagos (m/(m+b)), na primavera de 2007
nos diferentes tratamentos para um solo do Pampa Austral, nas duas condicOes de
fertilizacdo. Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens, PC1= plantio
convencional-rotacéo pastagens, PD2= plantio direto — rotacéo cultivos;, PC2= plantio
convencional — rotagdo cultivos, N120= com fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A
barraindica LSD (P< 0.05).
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Figura 14. Relacdo micofagostbacteridfagos /fitoparasitas (m+b/fp), na primavera de 2007
nos diferentes tratamentos para um solo do pampa austral.  Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacdo pastagens;, PC1= plantio convencional-rotacao pastagens, PD2=
plantio direto — rotacdo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120=
com fertilizagdo; NO= sim fertilizaco. A barraindica LSD (P< 0.05).
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4. CONCLUSOES

Do estudo desenvolvido que compararou abundancia, diversidade e relagdes troficas
em diferentes sistemas de cultivos no Pampa Austral Argentino conclui-se que: @) a
abundancia, grupos tréficos, canal de decomposicéo da materia organica variaram conforme
ao sistema de cultivo. b) adiversidade foi maior nagueles sistemas com menor intervencéo
antrépica; ¢) Os nematdides bacteriéfagos e onivoros foram sensiveis a atividades de manegjo
e d) a Pastagen (Past.) foi uma testemunha eficiente na comparagdo dos sistemas de cultivo
sobre a comunidade de nematoides do solo.
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CAPITULO 11

COMUNIDADE DE NEMATOIDES DO SOLO: BIOINDICACAO EM DIFERENTES
SISTEMASDE CULTIVO



RESUMO

Neste capitulo determinaramse indices indicadores de perturbacdo das comunidades de
nematdides que ocorrem em dois sistemas de plantio (plantio direto e plantio convencional),
com duas rotagbes (rotagdo agricultura-pastagem e rotagcdo agricultura continua) e duas
condicBes de fertilizagdo, com a dose de nitrogénio (N) de 120 kg N ha™* na forma de uréia
(46-0-0) e sem dose de N. Foram conduzidas quatro amostragens estacionais e realizou-se a
extracao dos nematdides do solo pelo método de flutuacdo- centrifugacdo. Determinaram-se 0s
géneros presentes que foram incluidos em diferentes grupos tréficos e calcularam-se os
indices indicadores de pertubacdo indice de maturidade (IM), indice de maturidade
modificado (mIM), indice de maturidade cp 2-5 (IM 2-5), indice de parasitas de plantas (IPP)
e os indices para determinar o perfil fauna indice de enriquecimento (1E), indice de estrutura
(1S) e indice canal (IC). No geral, e sgundo os indices de maturidade (IM) o tratamento
Pastagen continua (Past) e os tratamentos com menor intervencdo antropica tiveram
ambientes mais estaveis. O IC indicou prevalencia de bacterias na degradacdo, mas variou
dependendo da fertilizacdo. O estudo da rede tréfica apresentou o perfil faunal que variou
para as diferentes épocas e tratamentos no quadrante A e B, caracteristico dos
agroecossitemas.

Palavr as Chave: Perturbago. Sistemas de cultivo. Indice de maturidade. Perfil faunal



ABSTRACT

In this study we determined indices indicating disturbances (maturity indices) of community
that was occurring in two tillage systems (no tillage and conventiona tillage), with two
rotations (rotation crop-rotation grazing and agriculture remains) and two fertilization with
the nitrogen (N) 120 kg N ha'! as urea (46-0-0) and without N. Were conducted four seasonal
samplings, there was the extraction of soil nematodes by flotation-centrifugation. It was
determined the genera of different trophic groups present and calculated indices indicators of
disturbance M1, mMI, Ml 2-5, PPl and indexes to determine the profile faunal El, SI, CI.
Overall, according to maturity index (MI) the Past. and the treatments with less human
intervention hed more stable environments. The CI indicated the prevalence of bacteria in the
degradation, but varied depending on fertilization. The study of trophic foodweb presented the
faunal profile varying for different times and treatments in quadrant A and B, characteristic of
agroecosystems.

K eywor ds. Disturbances. Tillage systems. Maturity index. Faunal profile



1. INTRODUCAO

Os nematdides sdo 0s Metazoarios mais abundantes no solo, ocupando posicoes
chaves na maioria dos niveis troficos das redes alimentares desse substrato, podem ser
extraidos e enumerados mediante metodologias de extracéo padronizadas e sdo prontamente
identificados por caracteres morfoldgicos. Além disso, uma vez que seus hébitos alimentares
sdo claramente relacionados a estrutura oral, seus papéis troficos sdo facilmente inferidos.
Cada amostra de solo contém uma abundéncia e diversdade de nematéides e,
consequentemente, tem um elevado valor intrinseco de informacdo (BONGERS, 1999;
BONGERS & BONGERS, 1998; BONGERS & FERRIS, 1999; YEATES et al., 1993). Em
conjunto essas caracteristicas possibilitariam a utilizagdo desses organismos como
bioindicadores da qualidade ou perturbacdo dos sistemas agricolas utilizados no Pampa
Austral Argentino, regido Mar e Serras.

1.1 Atributos dos Nemat6ides como Bioindicador es

As estruturas tréficas das comunidades de nemat6ides podem ser alteradas por préticas
agricolas, tais como sistema de cultivo, uso de pesticidas, adubagdo, uso de matéria organica
(COLEMAN et a., 1991; NEHER & CAMPBELL, 1994). Os nemat6ides da ordem
Dorylaimida, por exemplo, sdo considerados indicadores de perturbacdo do ecossistema,
apresentando baixas densidades em solos cultivados (FERRIS & FERRIS, 1974).

Estudos sobre o papel dos nematdides na ciclagem de nutrientes no solo tém sugerido
gue estes desempenham uma importante funcdo, através de suas interacbes com bactérias e
fungos, atuando como reguladores da microflora do solo, geramente aumentando o
crescimento das plantas, uma vez que facilitam a disponibilidade de N mineral e outros
nutrientes como o fosforo GRIFFITHS, 1994; INGHAM et al., 1985, COLEMAN et al.,
1983).

Os taxa desses organismos estdo compostos de espécies com um ato grau da
similaridade morfoldgica e funcional; os niveis hierarquicos mais baixos de um taxon
apresentam a maior similaridade entre si. Espécies de nematoides de familias monofileticas,
no geral tém semelhanca nas caracteristicas de vida o que reflete em similares r 0 K-
estratégias. Conseqlientemente espécies relacionadas a uma familia exibem similar resposta as
perturbactes ambientais (BONGERS, 1990).

Baseado nas estratégias de vida, as familias de nematdides podem ser ordenadas de
colonizador a persistente representado pelos valores ¢p em uma escala que va de valor um
(colonizadores primérios de novos recursos) a cinco (persistentes em ambientes ndo
perturbados) (BONGERS, 1990). Assim o indice de maturidade (IM) para um solo é o valor
meio dos valores ¢p, dos individuos, numa amostra representativa do solo. Na pratica, 0s
valores do IM para um solo, sujeito a variados niveis de perturbacdo, varia de
aproximadamente 2,0 em sistemas enriquecidos com nutrientes para 40 em ambientes
naturais. Praticas agronémica, tais como a incorporacdo de material organico no solo,
estimula a atividade microbiana e provéem recursos para as espécies de nematbides
oportunistas (c-p 1) e consequentemente, se produz um rgpido decréscimo do IM seguido de
um gradua incremento durante a subsequiente sucesso (FERRIS et al., 1996; ETTEMA &
BONGERS, 1993).

Os nematGides fitoparasitos sdo omitidos do calculo do IM, uma vez que sua
ocorréncia e abundancia estéo fortemente determinadas pela estrutura da comunidade, status
do hospedeiro e vigor das plantas. Os fitoparasitas, os quais tém menores taxa reprodutivaem
rdlacdo aos bacteridfagos, respondem ao desenvolvimento das plantas hospedeiras
(BONGERS et al., 1997). As Espécies que sao sensiveis as perturbaces (ex. familia
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Trichodoridae), podem exibir um rapido ressurgimento na presenca de hospedeiros com
sistema radicular vigoroso. Dessa forma, o equivalente do IM para nematéides fitoparasitas €
denominado indice de fitoparasitas (IPP) e é calculado separadamente. O IPP tende a
responder em ambientes enriquecidos de formainversaao IM (BONGERS et al., 1997). O IM
decresce, tanto em ambiente estressado como enriquecido; no estressado decrescem as
espécies sensivels (c-p altos) e em ambientes enriquecidos incrementam a abundancia dos
oportunistas (c-p 1). Por isso, para diferenciar o decréscimo do IM por enrigquecimento e
poluicdo de estresse ambiental € melhor omitir as espécies de ¢p = 1 BONGERS &
KORTHALS, 1993 e KORTHALS et al., 1996 em NEHER & DARBY, 2005; BONGERS et
al., 1995). As taxas de nematoides oportunistas (c-p = 1) sfo reavaliadas porque estes sdo
considerados oportunistas de enriquecimento e as densidades da populacdo deles aumentam
rapidamente em resposta a adicdo de nutrientes e poderiam ndo necessariamente refletir
mudancas nas condic¢des ecoldgicas do solo a longo prazo. Esses taxa com valores de cp
entre 2 e 5 (IM2-5) sdo temporamente mais estaveis e podem prover informactes
relativamente a longo prazo das condigdes ambientais.

Por outro lado, YEATES (1994) e WASILEWSKA (1994) propuseram uma
modificacdo no indice IM, baseado na inclusdo dos fitoparasitas ao calculo do indice gerando
o denominado indice de maturidade modificado (mIM).

As alterages da estrutura e funcéo da rede tréfica do solo pode ser uma consequiéncia
de perturbacbes ambientais. Porém, avaliacbes do estado da rede tréfica do solo pode ser
complexa para um estudo estrutural e funcional. As Amostragens, extragéo, identificacdo e
avaiacdo podem ser dificeis para algumas taxa e tecnol ogicamente imposivel para toda uma
fauna (FERRIS et al., 2001). Por outro lado, a andlise funcional da condicéo darede trofica do
solo pode incluir a taxa de respiracdo do solo, decomposicdo da matéria organica e outros
processos (GRIFFITHS et al., 2001). A andlise funcional pode entretanto ndo indicar como
essas funcdes estdo sendo cumpridas ou a sua sustentabilidade (FERRIS et al., 2001).

Uma alternativa para uma completa andlise estrutural poderia ser proporcionada pela
avaliagdo da presenca e abundancia de grémios indicadores (FERRIS et a, 2001). Recentes
desenvolvimentos em andlise da fauna de nematdides incluiram a integracdo dos grupos
troficos de nematdides (YEATES et al., 1993) e a determinacéo dos valores c-p dentro dos
grupos funcionais (BONGERS, 1990; BONGERS & BONGERS, 1998), gerando os
denominados grémios funcionais. Esses representam um agrupamento de taxa de semelhante
biologia e resposta para as condi¢cdes ambientais que sugerem funcgdes, na teia alimentar do
solo. Isto permite o calculo de trés indices: enriquecimiento (IE), estrutura (1S) e indice canal
(IC) (FERRIS et al, 2001). Embora, o arranjo em grémios ndao manifesta a requintada
variabilidade bioldgica do nivel de espécies, 0 que representa o verdadeiro detalhe da funcéo
dos organismos e a comunidade na rede alimentar (POLIS, 1995; WALL & MOORE, 1999),
Mas resolve, em parte, os efeitos dos artefatos provaveis da composicdo dos grupos tréficos
(FERRIS, 1993). Assim, a andlise estrutural da comunidade de nemat6ides proporciona uma
poderosa ferramenta para a diagnose da complexidade e status da rede alimentar do solo
(PARMELEE, 1995; FERRIS et al., 1999; FERRIS et al., 2001). Esta ferramenta posui um
importante potencial para orientar 0 manejo dos recursos do solo, tanto para diagndstico como
para as decisdes do préprio manego.

Desta forma o objetivo do presente capitulo é determinar o nivel de perturbacéo do
solo através da nematofauna, fazendo uso das ferramentas propostas, como sdo, os indices IM,
IM2-5, IPP, mlM, como tambén, a determinacdo do perfil faunal mediante os indices IE, ISe
|C sob diferentes sistemas de cultivo no Pampa Austral Argentino, Regido Mar e Serras.
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2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Pampa Austral (Regido Mar e Serras) em parcelas de
um experimento de rotagdes mistas e sequiéncia de cultivos de longa duragdo (30 anos), na
Unidade Integrada Bal carce da Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Mar del Plata-
Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce, Ingtituto Nacional de Tecnologia
Agropecué&ria (UIB) Balcarce, Buenos Aires, Argentina (37° 45’ S, 58° 18’ O, 130 m acima
do nivel do mar). Os solos do experimento séo classificados segundo SOIL TAXONOMY
(1990) como Argiudol tipico fino, ilitico, térmico e Paleudol petrocélcico, franco, ilitico,
térmico, com teores de matéria organica maiores que 6,2 % (x 0,3) e pH 5,7 (+ 0,4). Esse
experimento apresenta um desenho em blocos completos ao acaso com arranjo em parcelas
divididas e trés repeticoes.

2.1. Amostragem

Nas unidades experimentais (subparcelas de 10 x 10 m) foram coletadas 6 subamostras
de solo em zige-zage. Utilizou-se um trado cilindrico de 2,5 cm de diamentro para coletar o
s0lo a0 - 20 cm de profundidade. Essas seis subamostras foram misturadas para formar uma
amostra composta de aproximadamente um litro de solo. As amostragens foram realizadas nas
diferentes estagcGes do ano, no outono e o inverno de 2006 e no veréo e a primavera de 2007
nos siguentes tratamentos:

Past NO: Pastagem de 12 anos sem dosagem de N.

Past N120: Pastagem de 12 anos com dosagem de N.

PC1 NO: 8 anos de agricultura sob PC depois de pastagem, sem dosagem de N.

PC1 N120: 8 anos de agricultura sob PC depois de pastagem, com dosagem de N.

PD1 NO: 8 anos de agricultura sob PD depois de pastagem, sem dosagem de N.

PD1 N120: 8 anos de agricultura sob PD depois de pastagem, com dosagem de N.

PC2 NO: 30 anos de agricultura sob PC, sem dosagem de N.

PC2 N120: 30 anos de agricultura sob PC, com dosagem de N.

PD2 NO: 12 anos de agricultura sob PD sem dosagem de N.

PD2 N120: 12 anos de agricultura sob PD com dosagem de N.

Past: Pastagem; PC: Plantio convencional; PD: Plantio direto; 1: rotacdo agricultura-
pastagem; 2: rotacdo agricultura continua.

Com excegdo do Past, os tratamentos séo combinaces de dois sistemas de manejo
(PC e PD) e duas combinagtes de cultivos (rotagcéo): Rotagdo 1 (1): rotagdo agricultura-
pastagem (em PC1 e PD1) e Rotacdo 2 (2): agricultura continua (PC2 e PD2) os que foram
atribuidos & parcela principal e adose de 120 kg N ha , na forma de uréia (46-0-0), e sem N
o que foi atribuido a subparcela.

A experiéncia comegou no outono de 2006 (fim de marco), quando se feza primeira
amostragem sob a palhada de trigo. Na P quinzena do més de Julho de 2006 o solo foi
preparado em tratamentos PC2 e PC1, utilizando a grade e escarificador (rastra de disco e
cincel).. No fim do més de agosto se fez a amostragem de inverno de 2006. Para o inicio de
setembro, nos tratamentos PCle PD1 sefez o plantio da pastagem mista (Lolium perenne L.,
Dactylis glomerata L., Trifolium pratense L. e Trifolium repens L.). Em outubro no
tratamento PC2 foi passado o escarificador a disco e o vibra-cultivador, posteriormente nos
tratamentos PC2 e PD2 se fez o cultivo do milho (Dekalb 682RR densidade de 78.500 ha't).
No més de novembro, se aplicou Glifosato e Atrazina ao milho e herbicida na pastagem dos
tratamentos PC1 e PD1. Nos tratamentos PC2 e PD2 se aplicou uréia a lanco. No més de
dezembro no tratamento Past. e nas pastagens novas (PCle PD1) passou-se a rogadeira. Em
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janeiro de 2007 se fez a terceira amostragem (verdo). No inicio do més de junho de 2007 se
passou a rogadeira na palhada do milho dos tratamentos PC2 e PD2 e no final do més aplicou
se fertilizante (superfosfato triplo 346-0) em todos os tratamentos e no més de agosto a
aiveca (arado de rgjas) no tratamento PC2. No fim do més de setembro de 2007 se fez a
tltima amostragem (primavera). Durante a coleta as amostras de solo foram transferidas a
sacos plésticos devidamente identificados e conservadas no interior de recipiente de isopor.
Ao término das coletas, em cada época, as amostras foram imediatamente levadas ao
laboratério de Nematologia da Estagdo Experimental de Balcarce (INTA) para processamento
e extracao dos nematdides.

Para extracdo dos nematdides do solo, foi utilizado o método de flutuacdo-
centrifugacdo como descrito por CAVENESS & JENSEN, 1955. Basicamente, 100g de solo
s80 passados em duas pereiras sobrepostas, uma com malha de 60 Mesh (250 um) e outra de
500 Mesh (25 um). O materia retido em cada peneira foi suspenso em agua, e centrifugados
por 7 min a 3000 rpm (1800 g). O material precipitado na centrifugacdo foi resuspenso em
solugéo de sacarose de densidade 1,18 g.cmi® e centrifugado novamente por 5 min a 3000 rpm
(1800 g). Finalmente, o sobrenadante foi passado em peneira (500 Mesh) e o que for retido foi
armazenado em égua (recipientes de 25 mL). Dos recipientes contendo nematdides foi tomada
uma aliquota e colocada em microtubos de 1,5 pL contendo alcool 70% e foram depositados
em freezer a -20 °C. Os recipientes originais (25 mL), contendo os nematéides restantes,
foram conservados em fixador de Golden. As laminas para identificacdo dos nematéides
foram processadas em condi¢bes controladas, em estufa a 45°C, utilizando-se a solugéo
Seinhorst | e I, como descritas por SEINHORST (1959).

A identificacdo dos nematoides foi feita por observacdo das |aminas em microscopio
optico, a 1000x chegando-se até a categoria de género, utilizando-se a literatura sobre o tema
(JAIRAJPURI & AHMAD, 1992; GOODEY, 1963; FORTUNER et al., 1988; HEYNS, 1971,
SIDDIQUI, 1985, CHAVES et al.,1995).

A partir dos taxa determinados em cada uma das amostras, foram calculados os
seguintes indices.

a) Indice de maturidade (IM) de BONGERS (1990) e indice de maturidade modificado
(mIM) de YEATES (1994) para incorporar caracteristicas ecologicas dos géneros, baseado
em colonizadores e persistentes, com escalade 1 ab5.

b) indices de parasitas de plantas (IPP) BONGERS (1990), baseado so nos vaore ¢-p
de nematdides fitoparasitas.

¢) Indice de maturidade IM2-5 (BONGERS & KORTHALS, 1993) com escala c-p de
2 a5, excluindo os colonizadores oportunistas c-p 1.

d) indice de enriquecimento (IE), Indice de estrutura (IS) e indice canal (IC) segundo
FERRIS et al. (2001).

O calculo dos indices de maturidade sdo redlizados utilizando a mesma equacdo, sendo:
S (vi).f(i), onde v(i) = valor c-p que variade 1 (colonizador) a5 (persistentes) do taxon “i” efi a
frequencia do género (i) naamostra.

Os nematdides foram classificados em grupos funcionais (Y EATES et a., 1993) e
combinados com a valoragéo ¢p (BONGERS, 1990) para integrar os denominados grémios
funcionais indicadores (FERRIS et a, 2001). Isto permite o calculo de trés indices:
enriquecimento (IE), estrutura (1S) e indice cana (IC) (FERRIS et a, 2001). O IE, contendo
nematoides bacteriofagos e micdfagos de crescimento rapido com valorescp de 1 e 2, é
calculado como: |E= 100 x [E/(E+B)]. O IS, contendo nematdides, predadores e onivoros, de
crescemento lento e baixareproducdo com valores c-p de 3, 4 e 5, é calculado como: 1S= 100 x
[S(S+B)]. O IC, indicador da via de decomposicdo predominante no solo que compara os
tamanho das populagdes dos nematdides que se alimentam de bacterias com aqueles que se
alimentam de fungos e foi calculado como: IC= 100 x [(Em/Eb) + Em], donde Em ¢é E dos
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nematoides micofagos e Eb é E dos bacteriofagos. O componente E foi calculado como: E= S
ke ne donde ke € 0 indice asignado para os grémios Bacteridfagos cp-1 (Bal= 3,2), Fungivoros
cp-2 (Fu2= 0,8) e n. €a abundancia desses grémios. Os componente B e S foram calculados
similarmente, considerando que os indices para Ba3 e Fu3= 1,8; Bad, Fui, Ond e Cad= 3,2,
Bab, Fu5, On5 e Cab= 5. Os indices indicados anteriormente permitem realizar o denominado
perfil fauna, que é a representagdo gréfica bidimensiona feito com os valores médios dos
indices|IE e IS (Figura 15).

*Pisturbado *Madurando
N-enrigliecido *N-enriquecid
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*Bagferial *Bacterial
_____________________________ O
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Om, / Oomg /
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Basal //ﬂae.,\ / = / = 5 /
: s Estruturado
Trajetéria de Estrutura >

Figura 15. Representacdo grafica da condicdo estruturada e enriquecida da rede trofica do
solo. Modificado de Ferris et al. (2001).

2.2. Analises dos Dados

Os resultados foram anaisados utilizando o programa ANOVA do pacote estatistico
Statistical Analysis Systems (SAS Inst. Inc.,, 1988). Para a andlise edtatistica a variavel
Amostragem foi considerada independente, portanto os resultados foram analisados para cada
época de amostragem A densidade de nematdides foi transformada pela equacdo LN (X + 1).
Utilizou-se o teste de Diferenca Minima Significativa (Least Significant Difference LSD) para
comparar medias entre tratamentos (P < 0,05).



3. RESULTADOSE DISCUSAO
3.1. Outono 2006

3.1.1. indicesde maturidade

A populacéo de dorilaimidos na comunidade é sensivel as préticas culturais e assim
utilizada como indicador de distarbio ambiental. GOMES et al. (2003) relataram que uma alta
percentagem de dorilaimidos (> 25%) representa pouca intervengdo humana no campo,
enquanto baixa percentagem, o contrario. Neste periodo de estudo, os valores da abundancia
de dorilaimidos foi de 7 % aproximadamente, indicando ato nivel de intervencdo humana.
Além da falta de precipitacdes (Tabela 1), que gera uma condi¢do de baixa umidade no solo a
qual é adversa a todos os nematdides de vida livre, como bacteri6fagos e onivoros predadores.
Os indices que avaliam disturbios, como o IM, IM2-5 e mIM, refletiram maior estabilidade no
tratamento Past N120 com valores de 2,15, 2,57 e 2,31 respectivamente (Tabela 18).

Apesar dos indices indicadores de perturbacdo (M, IM 25, niM) ndo terem sido
influenciados significativamente pelo sistema de plantio e a fertilizagcdo, os menores valores
foram registrados nos tratamentos com mango convencional, refletendo uma elevada
atividade bacteriana (FRECKMAN & ETTEMA, 1993), e como consequencia tiveram altas
densidade de nematdides bacteridéfagos o0 que consequentemente disminui os indices IM e
mIM e consegquentemente aumentao IM2-5 (BONGERS et al, 1991).

O IPP apresentou valores elevados nos tratamentos (Tabela 18), o que tem relacédo
com o cultivo antecessor que foi o trigo e onde registraram-se as maiores densidades neédias
de nematdides fitéfagos ectoparasitos (Hoplolaimus, Helicotylenchus, Codenchus, Psilenchus
e Tylenchus) e o endoparasito Pratylenchus. Essa proliferacdo de nematdides fitéfagos sugere
uma grande producdo radicular, e uma melhor fertilidade no solos (BONGERS, 1990). Além
disso, o IPP comportouse inversamente ao IM, coincidindo com o relato de BONGERS et d.
(1997)

3.1.2. indicesdaredetrdfica

Dos indices que avaliam a rede trofica, o indice de estrutura (1S) foi influenciado
significativamente pelo sistema de plantio (Tabela 19). Pode-se perceber que os tratamentos
Past e PD1 apresentaram o maior valor de IS (57 e 50) (Figura 16). Contudo, si analizamos os
valores obtidos do indice IE, que foram em uma escala de 75 - 82, refletem o predominio de
nematdides bacteriéfagos (Ba-1) (Tabela 3), indicadores de decomposicéo rapida da materia
organica mediada por bacterias (SANCHEZ-MORENO et al., 2008) como também excelentes
indicadores de resposta bacteriana a baixa relacéo de C:N (BONGERS & BONGERS, 1998).
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Tabela 18. indices de maturidade das comunidades de nematdides nos diferentes tratamentos,
em solos do Pampa austral (Balcarce, Argentina), para outono de 2006.

indices

Tratamentos IM IM2-5 IPP miM
Past NO 1,71 2,27 2,19 2,16
Past N120 2,15 2,57 2,48 2,31
PC1 NC 1,65 2,13 2,60 2,04
PC1 N120 1,68 2,16 2,67 2,17
PD1 NO 1,60 1,87 2,60 1,96
PD1 N120 191 2,44 2,63 2,25
PC2 NC 1,47 2,08 2,76 1,94
PC2 N12C 1,55 2,00 2,54 1,88
PD2 NO 1,54 2,12 2,67 1,90
PD2 N120 1,75 2,35 2,48 1,95

IM: Indices de maturidade; IM2-5: Indice de maturidade excluindo o cpl; IPP: Indices de
parasitas de plantas; mIM: indices de maturidade modificado. Todos os indices sdo valores
meédios de trés repeticdes. Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotaco pastagens, PC1= plantio
convencionak-rotacdo pastagens, PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio
convencional — rotacdo cultivos; N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizac&o.

Tabela 19. Probabilidades para os indices de Enriquecimento (IE), Estrutura (1S) e Canal (C)
no outono de 2006, no Pampa Austral (Fonte de Variacdo: Sistema de plantio (5
nivels. Pastagem, plantio direto 1, plantio direto 2, lavoura convenciona 1, lavoura
convencional 2); fertilizagdo (a dois niveis (NO e N120).

Fontes de variacéo Probabilidades
IE IS IC
Sistemade Plantio 0,812 0,002 0,772
Fertilizaco 0,464 0,760 0,486
Sistema x Fertilizagdo 0,838 0,511 0,750

Em negrita destacarr-<e os efeitos puros significativos (P = 0,05)
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Figura 16. indice de Estrutura (1S), no outono de 2006 para um solo do pampa austral, em
funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem.

Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens, PCl= plantio convencionatrotagdo
pastagens, PD2= plantio direto — rotagdo cultivos, PC2= plantio convenciona — rotagdo cultivos;
N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindica LSD (P< 0.05).

3.1.3. Pefil faunal

A representacéo grafica bidimensional, do perfil faunal, com os valores médios dos
indices |IE e IS sobre as coordenadas Y e X, respectivamente, permite determinar si a
comunidade estudada se enquadra em alguns dos quadrantes explicados por FERRIS et al.
(2001) que se caracterizam assim: enriquecida mas néo estruturada (quadrante A), enriquecida
e estruturada (quadrante B), com recursos limitados e estruturada (quadrante C), e com
recursos empobrecidos com minima estrutura (quadrante D).

No outono, o perfil faunal do solo (Figura 17), refletiu a maior variagdo dos valores no
eixo do IS, em concordancia com o arélises de variarga (Figura 14). Os tratamentos com
fertilizagdo e plantios conservacionistas, como o plantio direto, apresentaram uma rede tréfica
enriquecida e estruturada, com elevados valores de IE e IS (SANCHEZ-MORENO et 4.,
2008) colocando-o0s no quadrante B. Enquanto os tratamentos sob sistemas convencionais de
cultivo, com e sem fertilizagdo nitrogenada, ficaram no quadrante A (rede trofica enriquecida
e ndo estruturada). Estes sistemas alteram a biodiversidade e abundancia dos nematéides
(SANCHEZ-MORENO et al., 2006) e no geral disminuem (suprimen) as taxas de nematéides
onivoros e predadores (TENUTA & FERRIS, 2004; SANCHEZ-MORENO & FERRIS,
2007) que estam envolvidos no aumento do valor do IS (FERRIS et a., 2001).

Quanto ao IC, indice indicador da via de decomposicdo (FERRIS et a., 2001), os
valores foram relativamente baixos para todos os tratamentos (44 - 16,20) indicando
prevaléncia de bactérias na decomposi¢do da matéria organica do solo, mesma indicagdo que
fizeram as relagdes m/b e m/(m + b) do capitulo anterior.
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Figura 17. Perfil fauna para os dez tratamentos estudados no outono 2006 (notar que a escala
dos eixos foram adjustadas para facilitar a comparacéo): Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens, PD2=
plantio direto — rotacdo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacéo cultivos; N120=
com fertilizagdo; NO= sim fertilizag&o.

3.2. I nver no 2006

3.2.1. indicesde maturidade

Na Tabela 18 sdo apresentados os indices que avaliam distarbios, o IM, mIM,
refletiram maior estabilidade no tratamento Past NO com vaores de (3,38) e (2,89)
respectivamente. Quanto aos tratamentos sob manegjo convencionais, PC1 NO apresentou 0s
menores valores nesses indices (1,66 e 2,20 respectivamente) (Tabela 20), esses valores
podem ser explicados pelas atividades agricolas realizadas sobre esse tratamentos (ex.
aracdo), que como foi comentado anteriormente gera condicbes para a proliferacdo de
bactérias e consequentemente de nematdides bacteridfagos, esse aumento na densidade tem a
capacidade de diminuir o valor do IM (BONGERS & FERRIS, 1999).

A abundancia de nematdides dorylaimidos apresentou valores baixos, mas superiores
ao outono 2006, sendo de 10 % aproximadamente o0 aumento. Segundo GOMES et al. (2003),
a populacdo de dorilaimidos na comunidade é sensivel as préticas culturais e assim utilizada
como indicador de disturbio ambiental. No caso particular do inverno a baixa densidade de
dorilaimidos poderia ser consequércia das atividades agricolas desenvolvidas nos diferentes
tratamentos sob manejo convencional (PC1 e PC2), como também as condigdes ambientais,
principalmente a baixa umidade no solo do periodo estudado.

O IPP apresentouse elevado nos diferentes tratamentos. O maior vaor foi no
tratamento PC1 N120 esse valor € reflexo da elevada densidade relativa de Hoplolaimus e
Helicotylenchus (c-p 3) o primeiro sO presente nos tratamentos com rotacdo de pastagens e 0
segundo em todos os tratamentos estudados. Os dois nematoides sGo comumente assosiados
as pastagers na regido do Pampa Austra (CHAVES et a, 1998). Aqui, como aconteceu no
outono, e como relatou BONGERS et al. (1997), também apresentou-se inversamente ao IM.
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Tabela 20. indices de maturidade das comunidades de nematéides nos diferentes tratamentos,
em solos do Pampa austral (Balcarce, Argentina), para o inverno de 2006.

indices

Tratamentos IM IM2-5 | PP miM
Past NO 3,38 341 2,69 2,89
Past N120 3,00 3,43 2,52 2,73
PC1NC 1,66 2,30 2,77 2,20
PC1 N12C 2,16 3,07 2,82 2,44
PD1NO 2,79 2,89 2,50 2,64
PD1N120 2,59 2,92 2,76 2,69
PC2 NC 1,89 2,67 2,78 2,31
PC2 N12C 1,72 2,46 2,74 2,31
PD2 NO 2,39 2,63 2,69 2,37
PD2 N120 2,34 2,85 2,65 2,47

IM: Indices de maturidade; |M2-5: indice de maturidade excluindo o cpl; IPP: indices de parasitas de
plantas; mIM: indices de maturidade modificado. Todos os indices s valores médios de trés
repeticdes. Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotagdo pastagens, PCl= plantio convencional-
rotacdo pastagens, PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotagdo
cultivos;, N120= com fertilizaco; NO= sim fertilizag&o.

No inverno o indice de maturidade modificado (mIM) foi afetado significativamente
pelos sistemas de plantio (Tabela21). O Past. apresentou um valor de miM maior do que PC1
e PC2 (Figura 17). Indicando a elevada perturbagdo que apresentam os tratamentos com
plantio convencional. Além disso a carateristica do indice, que involucra em seu calculo aos
nematoides fitéfagos, de elevada presencia nesta época, permite ao Past. obter um maior valor
do indice. Por outro lado, Enquanto o indice |E foi afetado significativamente pelo sistema de
plantio e afertilizagdo, o IC foi influenciado sO pela fertilizagdo (Tabela 22).



Tabela 21. Probabilidades para os indices de perturbacado: de Y eates (mIM), de Bongers (IM),
de enriquecimento (IM2-5), de parasitas de plantas (IPP) no inverno de 2006, no
Pampa Austral (Fonte de Variagcdo: Sistema de plantio (5 niveis: Pastagem, plantio
direto 1, plantio direto 2, lavoura convencional 1, lavoura convenciona 2);
fertilizagdo (adois niveis (NO e N120).

Fontes de variagéo Probabilidades
miM IM IM 2-5 PP
Sistema de Plantio 0,013 0,914 0,433 0,263
Fertilizacdo 0,754 0,763 0,674 0,558
Sistema x Fertilizagdo 0,763 0,846 0,872 0,846

Em negrita destacam — se os efeitos puros significativos (P = 0,05)
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Figura 18. indice de maturidade modificado (mIM), no inverno de 2006 para um solo do
pampa austral, em funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem;
PD 1= plantio direto—rotacéo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens;
PD2= plantio direto — rotacéo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos;
N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizagdo.A barraindicaLSD (P< 0.05)

3.2.2. indicesdaredetréfica

Dos indices que avaliam a rede tréfica, o |E apresentou-se maior nos tratamentos PC1
e PC2 (Figura 18), conseqiiéncia da maior presenca de nematdides dos grupos oportunistas de
enriquecimento, como sdo bacteriofagos c-p 1 (Bal= Rhabditis Mesorhabditis,
Panagriolaimus e Butlerius) e micofagos c-p2 (Fu2= Aphelenchus, Paraphelenchus e
Aphelenchoides), pelas atividades agricolas realizadas. Enquanto os valores dos indices IS
(49,11 e 45,41) e IC (22,00 e 17,67) foram os menores para PC1 e PC2. Esses resultados
corroboram os do |E, ja que permitem inferir que a via de decomposi¢éo esta sendo realizada
principalmente pela comunidade bacteriana. Segundo NEHER et al., (2005), sO vaores
maiores dos indices IC IE e IS refleeem uma predominancia de fungos na via de
decomposi¢cdo. Por outro lado, o IE foi maior nos tratamentos que tiveram fertilizacéo
nitrogenada (Figura 19) refletindo a presenca de nematdides bacteriéfagos, enquanto o I1C foi
maior nos tratamentos sem fertilizagdo, indicando prevaléncia na decomposi¢do da materia
organica pelos fungos (Figura 20). Esses resultados s30 coincidentes com SANCHEZ-
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MORENO (2008) que relatou alta ocorréncia de nematéides bacteriéfagos em campos com
baixa relacdo C/N e baixos valores para o indice |C. Nossos resultados indicariam que existe
um caminho diferencial na degradacdo da matéria organica, dependendo da presenca ou
auséncia dafertilizacdo nitrogenada.

Tabela 22. Probabilidades para os indices de Enriquecimento (IE), Estrutura (IS) e Canal (C)
no inverno de 2006, no Pampa Austral (Fonte de Variagdo: Sistema de plantio (5
niveis. Pastagem, plantio direto 1, plantio direto 2, lavoura convencional 1, lavoura
convencional 2); fertilizacdo (a dois niveis (NO e N120).

Fontes de variacéo Probabilidades
IE IS IC
Sistemade Plantio 0,013 0,116 0,213
Fertilizagdo 0,039 0,207 0,040
Sistema x Fertilizagdo 0,745 0,381 0,459

Em negrita destacam - se os efeitos puros significativos (P = 0,05)
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Figura 19. indice de enriquecimento (1E), no inverno de 2006 para um solo do pampa austral,
em funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacéo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2= plantio direto
— rotacéo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizago.A barraindica LSD (P< 0.05)
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Figura 20. indice Cana (IC), no inverno de 2006 para um solo do pampa austral, em funcéo
da fertilizagdo nitrogenada. N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizacdo. A barra
indica LSD (P< 0.05)
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Figura 21. indice de enriquecimento (IE), no inverno de 2006 para um solo do pampa austral,
em funcdo da fertilizagdo nitrogenada. N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizaco.
A barraindica LSD (P< 0.05)

3.2.3. Pefil faunal

A representacdo gréfica bidimensional, do perfil faunal, com os valores médios dos
indices |IE e IS sobre as coordenadas Y e X, respectivamente, permite determinar se a
comunidade estudada se enquadra em alguns dos quadrartes explicados por FERRIS et al.
(2001) que se caracterizam assim: enriquecida mas ndo estruturada (quadrante A), enriquecida
e estruturada (quadrante B), recursos limitados e estruturada (quadrante C), O recursos
empobrecidos com minima estrutura (quadrante D) (FERRIS et al., 2001).

Para 0 inverno, a representacdo grafica do perfil faunal (Figura21). Mostra no geral os
tratamentos sob sistemas convensionais de cultivo (PC1 e PC2) no quadrante A, com a
excecdo do PCIN120. Enquanto os tratamentos sob plantio direto no quadrante B,
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apresentando elevados valores para IE e |IS. Os tratamentos PDINO e Past. foram os
tratmentos com a rede tréfica mais estruturada, se bem que isto € relativo, jA que essa
localizagdo no quadrante C, € consequencia da menor presenca de nematéides bacteriéfagose
alta presenca de micofagos do que a uma alta densidade de omnivoros-predadores. O fato dos
sistemas convencionais ficarem no quadrante A, reflete adta densidade de nematdides
bacteriéfagos, que sdo estimulados pelas praticas de cultivo, como aconteceu neste trabalho e
também foi reportado por WARDLE et a. (1995), e que geram um baixo valor do IS, como
relatado por BERKELMANS et a, (2003) e van DIEPINGEN et al., (2006). Os tratamentos
com fertilizacdo ficaram no quadrante B, apresentando uma rede tréfica enriquecida en
estruturacdo. O IC dos tratamentos sob sistemas conservacionistas, como o plantio direto,
apresentaram via de decomposi¢do por fungos, enquanto os sistemas convencionais a via de
decomposicdo foi a bacteriana. Alem disso o indice foi influenciado pela fertilizagdo (Figura
20), o que favoreceu as populacbes bacterianas e consequentemente aumentando 0s
bacteriofagos, o que tem um efeito de diminuicdo do valor do indice (FERRIS et al, 2001),
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Figura 22. Perfil faunal para os dez tratamentos estudados no inverno de 2006: Past=
pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacao
pastagens; PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional —
rotacdo cultivos; N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizacao.

3.3. Veréo 2007

3.3.1. indices dematuridade

Natabela 21 sdo apresentados os indices que avaliam disturbios, como o IM, mIM,
gue refletiram menor perturbacdo no tratamento Past. N120 com valores de 3,77 e 2,99
respectivamente. Enquanto o tratamento PC2 N120 apresentou 0s menores valores nesses
indices 1,64 e 2,02 respectivamente (Tabela 23) evidenciando a influencia da fertilizacéo e o
mango. O IM apresenta decrescimo por enriquecimento e poluicdo ambiental pela

59



proliferacdo de bacteriéfagos c-p = 1 (BONGERS et al., 1995; BONGERS & KORTHALS,
1993). O IPP tende a responder em ambientes enriquecidos de forma inversa ao IM
(BONGERS et al., 1997). Neste estudo os valores do I PP foram maiores nos tratamentos com
fertilizacdo e sob plantio direto (Tabela 23). Ror outra parte, reste periodo de estudo, os
valores da abundancia de dorilaimidos representou aproximadamente 16 % do total,
indicando, intervencao antropica.

Tabela 23. indices ecologicos médios das comunidades de nematGides e indices de
perturbacdo nos diferentes tratamentos, em solos do Pampa austral (Balcarce,
Argentina), para o verdo de 2007.

indices

Tratamentos IM IM2-5 PP mlM
Past NO 3,66 3,79 2,64 2,98
Past N120 3,77 4,05 2,51 2,99
PC1 NC 2,04 3,33 2,75 2,26
PC1 N12C 1,97 3,11 2,75 2,34
PD1 NO 2,94 3,38 2,41 2,74
PD1N120 3,44 4,02 2,70 3,11
PC2 NC 1,89 2,61 2,33 2,11
PC2 N12C 1,64 2,87 2,43 2,02
PD2 NO 2,78 2,98 2,39 2,53
PD2 N120 2,10 2,55 2,67 2,38

IM: ndice de maturidade; IM2-5: indice de maturidade excluindo o c-p1; IPP: indices de parasitas de
plantas; mIM : Indices de maturidade modificado de Y eates (1994). Todos os indices sdo valores
médios de trés repeticbes. Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo pastagens, PC1= plantio
convencionak-rotacéo pastagens, PD2= plantio direto — rotagéo cultivos;, PC2= plantio convencional —
rotagdo cultivos, N120= com fertilizacdo; NO= sim fertilizag&o.

Os indices que indicam perturbacéo foram significativamente afetados pelos sistemas
de plantio (Tabela 24). Para os indices mIM os tratamentos Past. e PD1 apresentaram valores
maiores do que os sistemas convencionais (PC1 e PC2) (Figuras 22). para IM2-5, o Past. foi
maior significativamente do PC1, PD2 e PC2, enquanto PD1 foi maior do que PD2 e PC2
(figura 23). Para 0 IM, 0 Past. e PD1 apresentaram valores maiores do que os demais
tratamentos, enquanto PD1 foi diferente do PD2, PC1 e PC2 (Figura 24). Esses resultados
refletem a maior perturbacdo nos tratamentos com elevada intervencdo antropica, enquanto 0s
tratamentos sob plantio dir eto e com rotagdo com pastagens representaram ambientes estaveis
evidenciando os beneficios do plantio direto (STUDDERT & ECHEVERRIA, 2000) e das
rotacGes com pastagens (STUDDERT et al., 1997).



Tabela 24. Probabilidades para os indices de perturbacéo: de Yeates (mlM), de Bongers
(IM), de enriguecimento (IM 2-5), de parasitas de plantas (IPP) no verdo de 2007, no
Pampa Austral (Fonte de Variagdo: Sistema de plantio (5 niveis: Pastagem, plantio
direto 1, plantio direto 2, lavoura convencional 1, lavoura convenciona 2);
fertilizagdo (a dois niveis (NO e N120).

Fontes de variacéo Probabilidades
miM IM IM 2-5 PP
Sistema de Plantio 0,0001  0,0001 0,0002 0,1045
Fertilizagcdo 0,601 0,574 0,496 0,193
Sistema x Fertilizagdo 0,401 0,119 0,220 0,411

Em negrita destacam — se os efeitos puros significativos (P = 0,05)
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Figura 23. Indice de maturidade modificado (mIM), no ver&o de 2007 para um solo do pampa
austral, em funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio
direto-rotacdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2= plantio direto —
rotagdo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacéo cultivos; N120= com fertilizagdo; NO=
sim fertilizacdo. A barraindica LSD (P< 0.05)
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Past PD1 PC1 PD2 PC2

Figura 24. indice de maturidade (IM), no verdo de 2007 para um solo do pampa austral, em
funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacéo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens, PD2= plantio direto
— rotagdo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizacdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindica LSD (P< 0.05)
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Figura 5. indice de enriquecimento (IM2-5), no verdo de 2007 para um solo do pampa
austral, em funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacéo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens; PD2=
plantio direto — rotacédo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacéo cultivos; N120=
com fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindica LSD (P< 0.05)

3.3.2. indicesdaredetrdfica

Dos indices que avaliam a cadela dimentar (IE e 1S) foram afetados
significativamente pelo sistema de plantio (Tabela 25). O IE apresentou-se maior nos
tratamentos LC2 e LC1 (Figura 5), refletindo a maior preserca de nematoides dos grupos
associados aos microorganismos primarios na degradacdo da matéria organica, como
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bacteriofagos ¢pl (Bal) e micéfagos ¢p2 (Fu2), concordando com WARDLE (1995) nos
estudos para inferir a resiliéncia dos organismos do solo ao preparo do solo, referido a
estimulacdo dos nematoides bacteriofagos e micdfagos pelos cultivos. Enquanto para o IS os
tratamentos Past. e PD1 apresentaram valores significativamente maiores do que PD2 e PC1
(Figura 26), coincidindo com SANCHEZ-MORENO et a, (2006) que acharam que
tratamentos com periodos de pousio apresentaram uma maior e mais estruturada rede tréfica
do solo.

Tabela 25. Probabilidades para os indices de Enriquecimento (IE), Estrutura (IS) e Canal (C)
no veréo de 2007, no Pampa Austral (Fonte de Variacéo: Sistema de plantio (5 nivels:
Pastagem, plantio direto 1, plantio direto 2, lavoura convencional 1, lavoura
convencional 2); fertilizagdo (a dois niveis (NO e N120).

Fontes de variagéo Probabilidades
IE IS IC
Sistemade Plantio 0,017 0,045 0,072
Fertilizacdo 0,745 0,097 0,295
Sistema x Fertilizagdo 0,295 0,408 0,551

Em negrita destacam — se os efeitos puros significativos (P = 0,05)
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Figura 26. indice de enriquecimento, no verdo de 2007 para um solo do pampa austral, em
funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacdo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens; PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos; N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindicaLSD (P< 0.05)
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Figura 27. indice de estrutura (IS), no verdo de 2007 para um solo do pampa austral, em
funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—
rotacéo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacao pastagens, PD2= plantio direto
— rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos; N120= com
fertilizacdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindica LSD (P< 0.05)

3.3.3. Perfil faunal

A representagdo gréfica, bidimencinal, do perfil fauna indica £ a comunidade em
estudo se localiza nos quadrantes determinados por FERRIS et a. 2001, que se caracterizam
assm: enriquecida mas ndo estruturada (quadrante A), enriquecida e estruturada (quadrante
B), com recursos limitados e estruturada (quadrante C), e recursos empobrecidos com minima
estrutura (quadrante D).

Para o verdo o perfil darede trofica do solo mostra os valores médios dos indices IE e
IS sobre a coordenada X e dos IE sobre a coordenada Y (Figura 27). Todos os tratamentos
ficaram no quadrante B, indicamdo uma rede tréfica enriquecida e estruturada exceto o Past
N120 que ficou no quadrante C, pela elevada presenca de nematdides onivoros-predadores e
muito baixa de nematoides bacteriéfagos. No geral os tratamentos sob sistemas convensionais
de cultivo apresentaram os maiores valore do IE, enquanto os tratamentos com sistemas
conservacionistas e rotagcfes com pastagens os menores valores. Evidentemente a implantacéo
de pastagens mistas nos tratamentos PC1 e PD1 foi uma interrypcdo na perturbacdo fisica,
favorecendo os nematdides onivoros-predadores, desde sua sensibilidade as perturbacdes
fisca (TENUTA & FERRIS, 2004) e assm permitindo obter valores maiores do IS e
apresentando redes tréficas mais complexas e longas (SANCHEZ-MORENO et al., 2009).
Quanto a0 IC, no gera a via de decomposicdo foi pela via bacteriana, com excecdo do
tratamento PD2 NO que representou uma via de degradacdo pel os fungos.
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Figura 28. Perfil faunal para os dez tratamentos estudados no verdo de 2007 (notar que a
escala dos eixos foram adjustados para facilitar a comparacédo): Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacdo pastagens;, PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2=
plantio direto — rotac&o cultivos, PC2= plantio convencional —rotacdo cultivos; N120=
com fertilizagdo; NO= sim fertilizac&o.

34. Primavera 2007

3.4.1. Indicesde maturidade

Na tabela 26 sdo apresentados os indices que avaliam disturbios, como o IM, mIM,
que refletiram maior estabilidade no tratamento PC1 N120 com vaores de 3,49 e 2,18
respectivamente. Enquanto o tratamento PD2 N120 apresentou 0s menores valores nesses
indices 1,95 e 2,18 respectivamente (Tabela 26). Os elevados valores do indice IM2-5,
relativos ao IM, indicam uma alta presenca de nematoides c-pl (Ba-1). Ainda, reste periddo
determinourse uma ata percentagem de dorilaimidos (19,4 %), a maior do estudo,
representativo da maturidade de alguns tratamentos estudados.



Tabela 26. indices médios de perturbacdo nos diferentes tratamentos, em solos do Pampa
austral (Balcarce, Argentina), para a primavera de 2007.

indices

Tratamentos IM IM2-5 PP mlM
Past NO 2,92 3,20 2,51 2,73
Past N120 3,05 3,31 2,51 2,79
PC1 NC 2,70 3,29 2,80 2,78
PC1 N12C 3,49 4,05 2,93 3,13
PD1NO 1,99 2,32 2,78 2,34
PD1N120 2,66 3,47 2,70 2,69
PC2 NC 2,81 3,51 2,88 2,85
PC2 N12C 2,81 3,67 2,83 2,81
PD2 NO 2,19 2,74 2,63 2,33
PD2 N120 1,95 3,16 2,66 2,18

IM: Indice de maturidade; IM2-5: indice de maturidade excluindo o c-p1; |PP: indices de parasitas de
plantas; MM : indices de maturidade modificado de Y eates (1994). Todos os indices sdo vaores
médios de trés repeticdes Todos os indices sdo valores médios de trés repetices. Past= pastagem;
PD1= plantio direto-rotagcdo pastagens;, PC1= plantio convencionalrotagdo pastagens, PD2= plantio
direto — rotagéo cultivos, PC2= plantio convenciona — rotago cultivos; N120= com fertilizagdo; NO=
sim fertilizac&o.

Os indices indicadores de perturbacdo foram significativamente afetados pelos
sistemas de plantio (Tabela 27). Para os indices miM os tratamentos PC1, PD2 e o Past.
apresentaram valores maiores do que PD1 e PC2 (Figura 28) esses resultados séo devidos a
gue o PD1 foi o de maior presenca de nematdides bacteriofagos (Alaimus e Amphidelus),
enguanto o PC2 o de menor presenca de fitonematéides Para o IM2-5, os tratamentos PC1 e
PD2 apresentaram valores maiores do que PC2 e PD1 enquanto o Past. apresentou valores
intermédiarios (Figura 29) agui o grupo que faz a diferenca, sGo os micéfagos, sendo os
tratamentos PC1 e PD2 os que tem menor presenca desse grupo funcional. Para o IM o
tratamento PC1 e Past diferenciaram-se significativamente apresentando valores maiores do
gue os tratamentos PD1 e PC2 (Figura 30) estes Ultimos tratamentos apresentaram as maiores
densidades de nematdides bacteriéfagos o que reduz o valor do IM (BONGERS &
KORTHALS, 1993). Finamente para o |PP os tratamentos PC1 e PD2 apresentaram valores
significativamente maiores do que os tratamentos PD1, PC2 e Past., (Figura 31) isto € assim
pela alta densidade de nemat6ides fitéfagos registrados em PC1 e PD2.



Tabela 27. Probabilidades para os indices de perturbacdo: de Y eates (mIM), de Bongers (IM),
de enriquecimento (IM 2-5), de parasitas ce plantas (IPP) na primavera de 2007, no
Pampa Austral (Fonte de Variagcdo: Sistema de plantio (5 niveis: Pastagem, plantio
direto 1, plantio direto 2, lavoura convencional 1, lavoura convenciona 2);
fertilizagdo (a dois niveis (NO e N120).

Fontes de variagéo Probabilidades
miM IM IM 2-5 PP
Sistema de Plantio 0,0001 0,001 0,012 0,0001
Fertilizacdo 0,115 0,09 0,003 0,748
Sistema x Fertilizagéo 0,09 0,197 0,205 0,211

Em negrita destacam — se os efeitos puros significativos (P = 0,05)
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Figura 29. indice de maturidade modificado (mIM), na primavera de 2007 para um solo do
pampa austral, em funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacdo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2=
plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacéo cultivos; N120=
com fertilizacdo; NO= sim fertilizacgo. A barraindica LSD (P< 0.05)
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Figura 30. indice de enriquecimento (IM2-5), ra primavera de 2007 para um solo do pampa
austral, em funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacdo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2=
plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos; N120=
com fertilizacdo; NO= sim fertilizacgo. A barraindica LSD (P< 0.05)
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Figura 31. indice de maturidade (IM), ra primavera de 2007 para um solo do pampa austral,
em funcdo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio
direto-rotacéo pastagens, PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens; PD2= plantio
direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio convencional — rotacdo cultivos, N120= com
fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindicaLSD (P< 0.05)
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Figura 32. indice de parasitas de plantas (IPP), na primavera de 2007 para um solo do pampa
austral, em funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacdo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2=
plantio direto — rotacdo cultivos; PC2= plantio convencional — rotacéo cultivos; N120=
com fertilizacdo; NO= sim fertilizacgo. A barraindica LSD (P< 0.05)

3.4.2. indicesdaredetréfica

Dos indices que avaliam a cadeia adimentar o IE e o IC foram afetados
significativamente pelo sistema de plantio e pela fertilizagcéo (Tabela 28). Enquanto o IS foi
afetado significativamente pela interacdo do sistema de plantio e a fertilizacdo. O IE
apresentou-se com um valor menor no tratamento Past. (Figura 32), refletindo a menor
presernca de nematéides dos grupos associados aos microorganismos primarios na degradacao
da matéria organica, como bacteriéfagos c-pl (Bal) e micédfagos c-p2 (Fu2), enquanto para o
IC o tratamento Past. apresentou o valor significativamente maior do indice (Figura 33)
indicando, pelo seu valor um equlibrio entre as vias (bacteriana e fungica) de decomposicéo
da matéria organica. Quanto a fertilizacéo, o IE foi superior no nivel de 120 KgdeN eo IC
apresentou-se maior na condicdo de NO (Figuras 34 e 35) estes resultados sdo |16gicos pelo
efeito dos fertilizantes na estimulagcdo da microflora do solo e pela consequente influéncia na
nematofauna, principalmente os bacteriofagos. O indice de estrutura (1S) foi
significativamente maior, na condi¢cdo NO, para os tratamentos PD2, Past. e PC1 do que PD1
(Figura 36).
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Tabela 28. Probabilidades para os indices de Enriquecimento (IE), Estrutura (I1S) e Canal (C)
na primavera de 2007, no Pampa Austral (Fonte de Variagdo: Sistema de plantio (5
niveis. Pastagem, plantio direto 1, plantio direto 2, lavoura convencional 1, lavoura
convencional 2); fertilizacdo (a dois niveis (NO e N120).

Fontes de variacéo Probabilidades
IE IS IC
Sistemade Plantio 0,011 0,026 0,017
Fertilizacdo 0,019 0,001 0,030
Sistema x Fertilizagdo 0,408 0,036 0,551

Em negrito destacam — se os efeitos puros significativos (P = 0,05)
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Figura 33. indice de enriquecimento (IE), ra primavera de 2007 para um solo do pampa
austral, em funcéo dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacdo pastagens, PCl= plantio convenciona-ro tacéo pastagens;
PD2= plantio direto — rotacdo cultivos; PC2= plantio convenciona — rotacéo cultivos,
N120= com fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindicaLSD (P< 0.05)
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Figura 34. indice canal (IC), naprimavera de 2007 para um solo do pampa austral, em fungéo
dos sistemas de plantio e a pastagem. Past= pastagem; PD1= plantio direto—rotacdo
pastagens, PCl= plantio convencional-rotacdo pastagens, PD2= plantio direto —
rotacdo cultivos, PC2= plantio convenciona — rotacdo cultivos;, N120= com
fertilizacdo; NO= sim fertilizacdo. A barraindicaLSD (P< 0.05)
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Figura 35. indice de enriquecimento (IE), ra primavera de 2007 para um solo do pampa
austral, em funcéo dos niveis de fertilizacdo. N120= com fertilizagcdo; NO= sim
fertilizacdo. A barraindicaLSD (P< 0.05)
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Figura 36. indice canal (I1C), naprimavera de 2007 para um solo do pampa austral, em funcéo

dos niveis de fertilizacdo. N120= com fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barra
indica LSD (P< 0.05)
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Figura 37. Indice de estrutura (IS), nos diferentes tratamentos, na primavera de 2007 para um
solo do pampa austral, nas duas condicOes de fertilizacdo. Past= pastagem; PD1=
plantio direto—rotacéo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacdo pastagens; PD2=
plantio direto — rotacdo cultivos;, PC2= plantio convencional — rotacéo cultivos; N120=
com fertilizagdo; NO= sim fertilizagdo. A barraindica LSD (P< 0.05)

3.4.3. Perfil faunal

A representacdo gréfica do perfil faunal indica a condicdo da comunidade de
nematdides, se €la esta enriquecida mas ndo estruturada (quadrante A), enriquecida e
estruturada (quadrante B), com recurso limitados e estruturada (quadrante C), 0 recursos
empobrecidos com minima estrutura (quadrante D) (FERRIS et al., 2001).

Para a primavera o perfil da rede tréfica do solo mostra os valores médios dos indices
IE e IS dos diferentes tratamentos em espaco bidimensional com os valores do |S sobre a
coordenada X e dos IE sobre a coordenada Y (Figura 37).
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No geral osvaloresde |IE e |S foram elevados para todos os tratamentos representando
redes tréficas enriquecidas e em maduracdo (FERRIS et al, 2001) e colocando os diferentes
tratamentos no quadrante B. Dentre os tratamentos, os menos enriquecidos sdo os Past. (NO e
N120). Os elevados valores do IS correspondem a alta presenca de nematdides onivoros e
predadores registrados na primavera, enquanto as elevadas densidades, de nematdides
bacteri6fagos e micofagos, geram um valor alto do IE (FERRIS et a, 2001). Quanto ao IC,
indicador da via de decomposicdo da matéria organica do solo (FERRIS et a, 2001),
apresentourse baixo em todos os tratamentos, mas os valores ainda menores foram nos
tratamentos que tiveram fertilizagdo. Esse resultado confirma o efeito da fertilizagdo sobre o
indice (Figura 35), pela associagdo do incremento dos nematdides oportunistas de
engriquecimento (Bal e Mi2) com a maior disponibilidade de N (FERRIS et a, 2004).
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Figura 38. Perfil fauna baseado na abundancia de nematoides para os dez tratamentos (notar
gue a escala dos eixos foram adjustados para facilitar a comparacdo): Past= pastagem;
PD1= plantio direto—rotacéo pastagens; PC1= plantio convencional-rotacéo pastagens,
PD2= plantio direto — rotacdo cultivos; PC2= plantio convenciona — rotacéo cultivos,
N120= com fertilizagdo; NO= sim fertilizag&o.
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4. CONCLUSOES

Do estudo desenvolvido onde foram comparados os indices de maturidade e os que
avaliam arede trofica do solo em diferentes sistemas de cultivos ho Pampa austral Argentino
conclui- se que: @) os nematdides fitdfagos formaram o grupo funcional dominante juntamente
com os bacteriofagos, sendo os onivoros-predadores o grupo funcional que aumentou no
trarscorrer das amostragens; b) os indices de maturidade (IM, IM2-5, mIM e o IPP) foram
eficientes na indicagdo de disturbios, resultando os tratamentos com sistemas
conservacionistas (plantio direto e com rotacbes com pastagens) ambientes mais estaveis, c)
os indices que avaliam a rede tréfica do solo foram eficientes indicadores do estado darede e
complementaramse com 0s de maturidade, sendo o IC eficaz na indicagdo da via de
degradacdo da materia organica, sendo prevalecente a degradacdo bacteriana.
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CAPITULO I11

COMUNIDADE DE NEMATOIDES DO SOL O: PADROES DE DIVERSIDADE
MOLECULAR
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RESUMO

Neste capitulo, vamos tentar extrair o DNA da comunidade de nemat6ides do solo e avalia-los
com uma PCR-RFLP, como uma aproximacéo a diversdade das comunidades. Para isto
determinouse padrdes moleculares da comunidade de nematéides no ecossistema do pampa
austral argentino, sob dois sistemas de plantio (plantio direto e plantio convencional), com
duas rotagdes (rotagdo agricultura-pastagem e rotacdo agricultura continua) e uma condicéo
de fertilizacdo, com a dose de nitrogénio (N) de 120 kg N ha na forma de uréia. Foram
conduzidas trés amostragens. no inverno e no verdo de 2006 e na primavera de 2007.
Redlizourse a extracdo dos nematGides do solo pelo método de flutuacdo-centrifugacéo.
Quatro métodos de extracdo do DNA de nematdides foram avaliados (maceracdo em tampéo
Tri- Edta, maceracéo e digestdo em SDS, maceracdo e digestdo em resina Chelex, e maceracéo
e digestdo em tampdo com CTAB-brometo de cetyltrimethylammonium 2%). Foram medidas
a concentracdo e qualidade do ADN e amplificacdo mediante termociclador utilizando-se dois
pares de primers (NemF1/S3 e NS1/NS4). Findmente utilizouwse a técnica de RFLP
(Polimorfismo de comprimento de Fragmento de restricdo) com duas enzimas de restricéo
(Hae I11, Hinf 1). O mé&odo (CTAB) foi €ficaz na extracdo de DNA dos nematGides
permitindo obter boa quantidade e qualidade de ADN, os primers NEMF1/S3 e NSI/N$4
amplificaram segmentos do ADNr de 700 pb e 1000 pb espectivamente, enquanto as
enzimas de restricdo Haelll, Hinf 1 e uma combinacdo de ambas tornaram possivel a
obtencdo de diferentes perfis moleculares, em geis de agarose, para cada tratamento avaliado.
Os geis foram observados em transiluminador UV e uma imagen foi capturada e digitalizada
para ser anaisada com o software TotalLab®, que permitiu calcular os indices de diversidade.
Foram obtidos 53 diferentes padroes RFLP e o indice de diversidade de Shannon (H") foi para
todas as combinacdes de primer/enzima, dentro do intervalo de 1,01- 2,29. Para cada estacéo
e combinacdo de primer/enzima, todos os parametros apresentaram diferencas entre os
tratamentos, que foram em aguns casos, estatisticamente significativas. A combinacdo de
primers e enzima (NEMFL1/S3 Haelll) mostraram diferencas entre os tratamentos, para alguns
indices de diversidade, nas diferentes estagdes de amostragem.

Palavras — chave: Nemat6ides.Sistemas de plantio. Extracdo DNA. RFLP.
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ABSTRACT

In this chapter we will try to complement the morphological studies with molecular diversity
aiming to confirm the observations already indicated in previous chapters. For this we
determined the molecular patterns of the nematodes community in the southern pampas
ecosystem of Argentina, under two tillage systems (no tillage and conventional tillage), with
two rotations (rotation crop-rotation grazing and agriculture remains) and one condition of
fertilization with the dose of nitrogen (N) 120 kg N hal as urea. Were are three sampling
time: in winter and summer of 2006 and spring 2007. Nematodes were extracted from of soil
by flotationcentrifugation method. Four DNA extraction methods from nematodes were
assessed (maceration in Tri-EDTA buffer, maceration and digestion in SDS, maceration and
digestion in Chelex resin, and maceration and digestion in buffer containing CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide, 2%). We measured the concentration and quality of DNA
and PCR amplification by using two pairs of primers (NemF1/S3 and NS1I/NS4) and finally
applied the RFLP technique (length polymorphism restriction fragment) with two restriction
enzymes (Haelll, Hinfl ) and a combination of both That allowed to obtain different
molecular profiles, in agarose gels, for each treatment. The gels were observed with UV
transillumination and the image was captured and digitized to be analyzed with the software
TotalLab ®, which allowed us to calculate the diversity index. We obtained 53 different RFLP
patterns and the Shannon index (H') was for al combinations of primer/enzyme at al
sampling, within an range from 1.01 to 2.29. For each season and primer/enzyme
combination, all parameters showed differences among treatments, which were in some cases
statistically significant. The combination NEMF1/S3 primer pair and Haelll enzyme showed
differences in some diversity index among treatments at all seasons.

K eywor ds: Nematodes. Tillage systems. DNA extraction. RFLP.



1. INTRODUCAO

A biodiversidade pode ser expressa como riqueza de espécies, diversidade de espécies,
diversidade gnética e diversidade funciona (HEYWOOD & IRIONDO, 2003). Os estudos
da diversidade dos nematoides estdo baseados, principamente, na determinacdo taxonémica
pela observacdo dos caracteres morfoldgicos chaves para o reconhecimento dos diferentes
grupos. Contudo, para este tipo de estudo é necesséria a participacao de especialistas treinados
na taxonomia de nematdides. Além disso, para determinar a morfologia taxondmica leva um
longo tempo de observagdo, 0 que por vezes limita estudos, particularmente quando se
trabalha com amostras de ambientes com alta diversidade biol bgica.

Nas Ultimas décadas os avancos no estudo de &cidos nucléicos (DNA) do genoma de
organismos, gue teve suas origens na pesquisa de medicina legal e de doenca, abriram as
portas para hovas areas de estudo da taxonomia de organismos (DARLING & BLUM, 2007).
Utilizando as bases dos estudos moleculares, os taxbnomos e sistematicos desenvolveram
outras aplicagdbes com o DNA dos organismos. Nos Ultimos anos, técnicas de biologia
molecular estdo sendo empregadas para a determinacdo de ambas as diversidades, genética e
funcional da maioria dos organismos, inclusive nematoides.

O genoma mitocondrial € a molécula de maior interesse e mais utilizado para estudar
evolucdo ao nivel molecular. A importarcia desta molécula € pela preserca de regifes
altamente conservadas, bem como regides atamente variaveis que permitem separar
organismos no nivel de espécies. As primeiras investigacdes revelaram que taxa de
nematoides muito proximos, tém fortes diferencas no nivel genético (SIDOW & THOMAS,
1994; BLAXTER, 1998).

Diferentes protocolos para a extragdo do DNA gendmico isolado do nematdide da
propria cultura ou de amostras ambientais (solo, raizes, etc.) estédo disponiveis na literatura
(GRIFFITHS et a., 2006, JONES et d., 2006; COURA et a., 2008; DONN et d., 2008;
TOYOTA et a., 2008). Embora, é necesséria uma estandardizacdo de protocolo de extragdo
gue permita extrar DNA de nematodes de amostras ambientais de boa integridade e
gualidade. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), permitiu a amplificagdo de diferentes
regides do gene ribossomal 18S rDNA dos nematdides. Para fazer isso, diferentes primers
(seguiéncias de oligonucleotideos, que limitam a regido para amplificar nas reactes de PCR)
foram concebidos para estudos filogenéticos de nematdides (FLOY D et al., 2002; WAITE et
al., 2003; BLAXTER, 2004; TOYOTA et d., 2008).

Duas estratégias sdo as mais utilizadas para estudos taxondmicos e de diversidade: de
um lado o “Barcoding” DNA (que, embora ndo segja a sua traducao textual, o seu significado é
0 codigo de barras) esta baseado no estudo de curtas seqiiéncias de DNA extraido do genoma
do organismo em estudo (CBOL, 2006) e que sdo proprias da mesma (0 seu “codigo de
barras’) e a outra é a de fingerprinting. As duas se baseiam nas pequenas regides (<1000
pares de bases) do genoma dos organismos que sao selecionadas por apresentarem, em geral,
pouca ou nenhuma variagdo entre individuos da mesma espécie, embora variagdo
interespecifica. 1sso permitira seguir o seqlienciamento destas regides, reconhecendo as duas
espécies em uma amostra desconhecida, bem como identificar espécies conhecidas em uma
amostra ambiental (DARLING & BLUM, 2007). O seqUenciamento das regides de DNA
amplificados, ira comparar as seqiiéncias obtidas a partir de outras bases disponiveis para
acesso publico (http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e, assim, gerar arvores filogenéticas.

Além da clonagem e seqlenciamento, cinco técnicas sdo as mais usadas para o
fingerprinting molecular de comunidades microbianas e que podem ser utilizadas com os
nematéides. eletroforese em gel com gradiente desnaturante (Denaturing Gradient Gel
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Electrophoresis: DGGE), Conformac&o de polimorfismos de cadeia ssmples (Sngle Strand
Conformation Polymorphism: SSCP), polimorfismos de fragmentos de restricdo (Restriction
Fragment Length Polymorphism: RFLP), e polimorfismos de fragmentos de restricéo
terminais (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism: T-RFLP) e andlise de
espagos intergénicos ribossomal (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis: RISA).

Destes, 0 DGGE esta sendo utilizado a partir dos trabal hos pioneiros de FOUCHER &
WILSON (2002) e WAITE et d., (2003). Este ultimo adaptou a metodologia estabelecida
com outros organismos, para estudar comunidades de nemat6ides em diferentes areas de
pastagens na Europa. Nesta técnica a diversidade pode ser avaliada mediante os diferentes
padrdes gerados pelos diferentes amplificados obtidos por PCR em géis de DGGE. A
eletroforese em DGGE € uma poderosa técnica de andlise genética que pode ser usada para
detectar diretamente modificacBes de uma Unica base e polimorfismos em DNA gendmico,
DNA clonal e DNA amplificado por PCR, trata-se de um método de separacéo eletroforética
baseado em diferencas no comportamento de desnaturacdo de fragmentos de DNA de cadeia
dupla.

A fim de se aumentar o polimorfismo de bandas e melhorar a resolugdo, podem ser
empregados enzimas de restricdo nas amostras de DNA antes da eletroforese, que seria a
utilizacdo da técnica de Polimorfismo de comprimento de Fragmento de restricdo (RFLP). A
vantagem da utilizac8o dessa técnica que também proporciona um fingerprinting da amostra
em estudo, € que ela permite a andlise de regibes codificadoras conhecidas como 0s
espacadores internamente transcritos (ITs) do rDNA. Essas regides ocorrem entre a
subunidade menor (18S) e maior (28S) dos genes ribossomais, 0s quais tém sequéncia de
bases menos conservadas que podem ser usadas na diferenciacdo entre espécies relacionadas
ou para avaliacdo de divergéncia genéticas inter-especificas (HIDEAKI et al., 2001; ALPER
SUSURLUK & TOPRAK, 2006 ).

LIU et d., (1997), na busca por um méodo molecular que permitisse obter
informacdes sobre a posicéo filogenética a respeito dos grupos microbianos dominantes em
amostras ambientais e que ainda servisse como método quantitativo, desenvolveu entdo, uma
versdo estendida do RFLP de fragmento amplificado por PCR chamado de Polimorfismo de
Fragmento de restricdo Terminais (T-RFLP). A técnica de T-RFLP é derivada da combinacdo
de trés outras técnicas. a reacdo de PCR, RFLP e a eletroforese de écidos nucléicos (LIU et
al., 1997; MARSH, 1999). Os produtos de digestdo sdo entdo analisados em um gel, gerando
um padrédo de fragmentos de DNA que pode ser utilizado para a comparacéo de comunidades.
A diferenca na analise de T-RFLP é que os iniciadores utilizados para a PCR sdo marcados
com fluorescéncia de modo que somente os fragmentos de restricdo terminais séo detectados,
0 que reduz a complexidade da andlise. A T-RFLP também demonstrou ser uma valiosa
ferramenta que permite discriminar entre as comunidades de nematOides extraidos de
amostras de diversos ambientes (DONN et a., 2008).

Desta forma o objetivo no presente capitulo foi, extrair o DNA de nematdides de solo
coletados em seu ambiente natural, e avaliar as comunidades do solo com um método rapido,
como a PCR-RFLP, gque poderia ser usado como uma aproximacdo da diversidade dos
nematGides.
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2. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Pampa Austral (Regi&o Mar e Serras) em parcelas de
um experimento de rotagdes mistas e sequéncia de cultivos de longa duragdo (30 anos), na
Unidade Integrada Balcarce (Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de Mar del Plata -
Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce, Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria) (UIB) Balcarce, Buenos Aires, Argentina (37° 45" S, 58° 18’ O, 130 m acima
do nivel do mar). Os solos do experimento sdo classificados segundo SOIL TAXONOMY
(1990) como Argiudol tipico fino, ilitico, térmico e Paleudol petrocalcico, franco, ilitico,
térmico, com teores de matéria organica maiores que 6,2 % (+ 0,3) e pH 5,7 (x 0,4).

2.1.  Amostragem e Extracdo dos Nematdides do Solo.

Nas unidades experimentales (subparcelas) foram coletadas 6 subamostras de solo em
zige-zage. Utilizou-se um trado cilindrico de 2,5 cm de diamentro para coletar o solo a0 - 20
cm de profundidade. Essas seis subamostras foram misturadas para formar uma amostra
composta de aproximadamente um litro de solo. Os tratamentos escolhidos foram amostrados
em trés oportunidades, no inverno (w) de 2006 e no verdo (u) e aprimavera (s) de 2007.

P: Pastagem continua de 12 anos.

Al: Rotacdo pastagem-cultivo sob plantio convencional.

B1: Rotacdo pastagen cultivo sob plantio direto.

Y 2: Cultivo continuo sob plantio convencional.

Z2: Cultivo continuo sob plantio direto.

Todos os tratamentos receberam dose de 120 kg N ha -1, naforma de uréa (46-0-0).

Para extragdo dos nematdides do solo, foi implementado o método de flutuacéo-
centrifugacdo como descrito por CAVENESS & JENSEN, 1955. Basicamente, 100g de solo
s80 passados em duas peneiras sobrepostas, uma com malha de 60 Mesh (250 pm) e outra de
500 Mesh (25 um). O material retido em cada peneira foi suspenso em agua, e centrifugados
por 7 min a 3000 rpm (1800 g). O material precipitado na centrifugacdo foi ressuspernso em
solucéo de sacarose de densidade 1,18 e centrifugado novamente por 5 min a 3000 rpm (1800
g). Finamente, o sobrenadante foi passado em peneira (500 Mesh) e o que for retido foi
armazenado em égua (recipientes de 25 mL). Dos recipientes contendo nematoides foi tomada
uma aliquota e colocada em microtubos de 1,5 pL contendo acool 70% e foram depositados
em freezer a-20 °C.

2.2. Extragdo de ADN

Para a extracdo do ADN da comunidade de nematGides foram implementadas
diferentes metodol ogias a seguir: Macerado direto de nemato6ides em tampédo TE, SDS/ Fenol:
Cloroférmio, Resina chelex/tampdo TE e CTAB/ Fenol: Cloroférmio. Para cada método de
extragdo de DNA, as amostras foram lavadas com tamp&o TE (10 mM TrissHCI [pH 7,5]).
Para cada método a maceracéo fisica foi a mesma: nematoides foram colocados em tubos de
1,5 ml Eppendorf, centrifugado para a base e esmagado com um micropistilo estéril sobre
gelo. Cada método variou no buffer de solugdo de lisis ou ruptura de nematdides:



a) Macerado direto em tampéo TE:

O rompimento foi feito em 500 pL de tampdo TE, (10 mM Tris-HCl, EDTA 1 mM
[pH 8,0]) buffer e 3-mercaptoetanol Sigma solucdo a 1%. O pellet foi secado e ressuspenso
em 50 pL de &gua apds a centrifugagdo (13000 rpm, 4 min, 4 ° C) e armazenado a-20 ° C até
0 USO.

b) Macerado em SDS Fenol: Cloroférmio:

O rompimento de nematoides foi realizada em 500 pL de SDS (1% de dodecil sulfato
de sédio), EDTA 50 mM, NaCl 100 mM, 100ug mL proteinase K-1, [3- mercaptoetanol Sigma
1% e 100 mM Tris-HCI pH 8,5 de acordo com a método descrito por DONN et al. (2008). O
material foi congelado em nitrogénio liguido sequido de descongelamento e aguecimento a 60
° C por 30 min. O sobrenadante foi removido para um novo tubo, deixando para trés o
material cuticular dos nematdides. O sobrenadante foi submetido a extracdo com
fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1, pH = 8) com uma posterior extracdo de
cloroférmio. O DNA foi entéo precipitado (etanol frio e 1/10 vol acetato de sodio). O pellets
resultante foi lavado duas vezes com etanol 70% frio, e secado ao ar. Posteriormente foi
ressuspenso em 50l &gua e armazenado a-20 ° C até 0 uso.

¢) Macerado em resina chelex/tampéo TE:

O rompimento de nematéides foi feita em 240 pL de tampd TE com 160 pL de
Chelex 100 20% (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Califérnia) como uma modificacdo do
método descrito por SOUSA et al. (2004) para esporos. As amostras foram entéo submetidas
a dois ciclos de aguecimento (95 ° C, 10 min) / congelamento em nitrogénio liquido e, em
seguida, centrifugado a 13.000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido
para um novo tubo e armazenado a-20 ° C até o uso.

d) Macerado CTAB/ Fenol: Cloroférmio:

A extracdo de écidos nucléicos foi feita na sequéncia de um método modificado
descrito por VIERSTRAETE (2009) e SAMBROOK et a. (1989): O rompimento dos
nematoides foi realizado em 500 L de tampdo TE (10 mM Tris-HCI [pH 8,0], 1 mM EDTA
[pH 8,0] buffer) com CTAB (brometo de cetyltrimethylammonium) 2%, proteinase K 100
mcg / mL, [3mercaptoetanol 1%. Posteriormente os tubos foram colocados em nitrogénio
liquido e levados logo para banho Maria de 60 °C por 60 minutos, com periodos curtos de
vortex. Os tubos foram centrifugados por 10 min a 4 °C a 13000 rpm, 400 pL do
sobrenadante foi transferido para um novo tubo. 400 pL de fenol/cloroférmio/isoamil acool
(25:24:1 viv), foram acrescentados aos tubos, foram passados por vortex e centrifugados por
10 min a 13000 rpm e a fase aquosa superior foi transferida para o novo tubo. Posteriormente
foi acrescentado o mesmo volume de cloroférmio/isoamil dcool (24:1 v/v) e a amostra foi
passada por vortex e centrifugada para remover o fenol residual. O sobrenadante foi
transferido para 0 novo tubo e foram acrescentados 0,1 volumes de acetato de sddio 3M [pH
5,2] e 2 volumes de etanol (-20 °C). Esta mistura foi mantida a -20 °C durante a noite toda.
Posteriormente a mistura foi centrifugada por 30 min a4 °C a 13000 rpm, o sobrenadante foi
descartado e o pellet de DNA foi lavado in 500 uL de etanol 70 % (v/v) e foi deixada ao ar
para secar por aproximadamente 10 min. Uma vez seco o DNA foi ressuspenso em 30 pL de
agua destilada estéril e armazenado a-20 °C.
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2.3. Avaliacédo da Qualidade dos Extratosde ADN

A concentragdo de ADN foi medida em todos os extratos, medindo a absorvancia a
260 nm, com a utilizagdo de um espectro (Biorad Smart Spec 3000). A qualidade dos extratos
foi testada pelarazdo 260/280 nm (SAMBROOK et al., 1989).

2.4.  Amplificagdo do ADN (18S ADN ribosomal)

A amplificagdo por PCR @olymerase chain reactions) foi realizada para testar a
adequacao dos extratos de ADN para proximas aplicagdes moleculares, e também utilizada
para aumentar rendimentos do ADN ribosomal. Realizaramse duas PCR, que foram
consideradas repeticoes. Utilizaram-se os pares de primers NEMFL/S3 (WAITE et al. 2003) e
NS1/N$4, os quais amplificam, do 18S, aproximadamente 700 pb e 1000 pb respectivamente.

O NEMF1 amplifica as regides variavel V3 e V5 do rDNA 18S, e 0 S3 é um primers
"universal 18S rDNA que hibridiza com as regides altamente conservadas da molécula do 18S
rDNA dos eucariota (Waite et a., 2003). O primers NS1 e NS4 hibridiza com as regites
altamente conservadas da molécula do 18S rDNA dos eucariotas (White et al., 1990). Quando
a PCR n&o amplificou, os extratos foram purificados com o Wizard® SV Gel e sistema de
limpeza de PCR e foi repetida a amplificacdo por PCR. As PCRs foram executadas num
volume de 25 pL contendo 1 X PCR tampé&o (Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTPs, 1,5 mM de
MgChb, 0,2 uM de forward e reverse primers, 1 unidade de Tag DNA polymerasa (Invitrogen)
e 2 pL de ADN usando o termociclador eppendorf Mastercycler com o seguinte perfil:
temperatura inicial de desnaturado de 94 °C por 2 min seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1
min, 55 °C por 1,5 mine 72 °C por 1 min e 72 °C de extensdo fina por 10 min. Todas as PCR
tiveram uma testemunha negativa. O produto de PCR (3 pL) foi carregado sobre um gel de
agarose a uma concentracdo de 1,5% TAE e colocado em eletroforeses por 40 mina 100 V. O
Produto foi colorido com brometo de etidio e visualizou-se com um trans-iluminador de UV.
O tamanho dos fragmentos foi estimado com o marcador 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

2.5. RFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo)

As andlises de restricdo foram feitas para todos os produtos de PCR, utilizando
endonuclease de restricdo que foram selecionadas para clivar os amplificados do 18S e revelar
perfis que puderam ser visualizados por eletroforeses de gel de agarose. As duas enzimas de
restricdo utilizadas foram Haelll e Hinfl como também uma mistura de ambas enzimas
(50:50). Todas as digestbes foram completadas independentemente e realizadas em 15 L de
volume com 3 pL de produto de PCR, 10 X de tampéo, e 3 unidades de endonuclease de
restricdo. A reacdo foi incubada a 37 °C por uma hora. A digestdo foi levada para eletroforese
por 1 h a65V sobre um gel de agarose 2,5 % (Meta Phor. Cambrex Bio Science Rockland
Inc. Me USA). O tamanho dos fragmentos foi estimado com o marcador ? X 174 DNA Hae
Il Digest (1.353 pb) (Sigma).

2.6. Caracterizacdo M olecular (PCR-RFLP)

Imagens de padrbes de RFLP foram capturadas, digitalizadas e analisadas com o
software TotalLab®. O software registrou um perfil de intensidade em cada pista
Posteriormente, as bandas que ocupam a mesma posicdo nas diferentes pistas foram
identificadas. A matriz foi construida, tendo em conta a contribui¢do relativa da banda com a
intensidade total da pista. O nimero de bandas e suas intensidades relativas foram utilizados
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para calcular o indice de diversidade de Shannon (H '), indice de Simpson (Ds) e a
equitabilidade (J) para cada comunidade de nematdides, de acordo com a seguinte formula:

n
H=? pilnpi
i=1

Onde n é o0 nimero de bandas na amostra e pi a intensidade relativa da banda .

n
Ds=? pi?,

i=1
J=HI/nS

OndeH’ é indice de diversidade e S € o nimero total de bandas presentes.

2.7. Andlises dosDados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia do pacote etatistico Satistical
Analysis Systems (SAS). Para determinar a eficiéncia de recuperacdo do DNA, apos
purificacdo, foram utilizadas quatro repeticdes para cada método de purificacdo para cada tipo
de amostra de solo.



3. RESULTADOSE DISCUSAO

3.1. Extracdo eAvaliacdo da Qualidade dos Extratos de ADN

A concentracdo de DNA obtido do método CTAB / fenol cloroférmio, variou de 20 ng
m. ! a90ng mL. O método da resina Chelex falhou completamente, sem nenhuma extragdo
de DNA detectavel. Medidas de densidade éptica do ADN foram maiores para a ruptura fisica
no buffer TE e de SDS (up to 120 ng nL.™* dados n& mostrados). No entanto, o rompimento,
em tampdo TE, SDS, e no método de resina Chelex, falharam na PCR, ainda depois da
purificagdo das amostras de DNA com o kit Wizard ®. O método de extracdo de DNA,
CTAB / cloroférmio fenol, foi o Unico que deu positivo no amplicons da PCR do rDNA 18S.
A amplificacdo por PCR, utilizando os pares de primers NEMFL1/S3 e NSI/N$4 permite a
obtencdo de fragmentos de aproximadamente 700 pb e 1000 pb, respectivamente (Figuras 36
e 37). As diferentes intensidades nas bandas para os distintos tratamentos, poderiam ser
explicadas pelas diferentes densidades e composic¢oes das comunidades de nematéides em
cada ambiente.

32. RFLP

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a acdo de duas enzimas de restricdo
(Hae I11, Hinf 1) dentro da técnica de RFLP (Polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo). No total, obtiveramse 53 padrées moleculares diferentes. Para o produto do
primers NS1/NS4 que foram clivados com as enzimas Haelll e Hinfl obtiveramse 10 e 4
padrdes diferentes respectivamente (Figuras 37 e 38) e para os primers NEMFL1/S3 tratados
com Haelll, e Hinf1 obtiveram-se 7 e 12 padrdes diferentes respectivamente (Figuras 39 e
40). Enquanto, para a mistura de enzimas (Haelll e Hinfl), o primers NSI/N$4 gerou 6
padroese o primers NEMF1/S3 14 padrdes (Figuras 41 e 42).
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Figura 39 Ge de agarose (1 % w/v) da amplificacdo por PCR do rDNA do 18S de
nematdides. O DNA foi amplificado usando primers NEMF1/S3. P= Pastagen
continua de 12 anos B1= Rotac&o pastagencultivo sob plantio direto; A1= Rotacdo
pastagencultivo sob plantio convencional; Y2= Cultivo continuo sob plantio
convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio direto; w= inverno; s= primavera; u=
verdo. M= 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 40 Ge de agarose (1 % w/v) da amplificagcdo por PCR do rDNA do 18S de
nematdides. O DNA foi amplificado usando primers NS1/NS4. P= Pastagen continua
de 12 anos B1= Rotacéo pastagencultivo sob plantio direto; Al= Rotacdo pastagen
cultivo sob plantio convencional; Y 2= Cultivo continuo sob plantio convencional; Z2=
Cultivo continuo sob plantio direto; w= inverno; s= primavera; u= verdo. M= 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 41. Fragmentos de restricdo (RFLP) da amplificacdo por PCR do rDNA do 18S de
nematdide. DNA da comunidade foi amplificado usando os primers NS1I/N$4.
Amplicons foram digeridos com Healll e corridos em gel de agarose 2 % (w/v). Al=
Rotacéo pastagen-cultivo sob plantio convencional; Y 2= Cultivo continuo sob plantio
convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio direto; w= inverno; s= primavera; u=
verdo. MQ? =? X 174 DNA Haelll Digest (1.353 pb) (Sigma).
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Figura 42. Fragmentos de restricdo (RFLP) da amplificacdo por PCR do rDNA do 18S de
nematéide. DNA da comunidade foi amplificado usando os primers NSL/N$4.
Amplicons foram digeridos com Hinfl e corridos em gel de agarose 2 % (w/v). Al=
Rotacdo pastagen-cultivo sob plantio convencional; Y2= Cultivo continuo sob plantio
convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio direto; w= inverno; s= primavera; u=
verdo.. MQ? =? X 174 DNA Haelll Digest (1.353 pb) (Sigma).

) M Pw Blw Z2w Alw Y2w Ps Bls Z2s Als Y2s Pu Blu Z2u Alu YZ2u

Y. T

Figura 43. Fragmentos de restricdo (RFLP) da amplificacdo por PCR do rDNA do 18S de
nematdéide. DNA da comunidade foi amplificado usando os primers NEMF1/S3.
Amplicons foram digeridos com Healll e corridos em gel de agarose 2 % (w/v). Al=
Rotacdo pastagen-cultivo sob plantio convencional; Y 2= Cultivo continuo sob plantio
convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio direto; w= inverno; s= primavera;, u=
verdo.. MQ? =? X 174 DNA Haelll Digest (1.353 pb) (Sigma).
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Figura 44. Fragmentos de restricdo (RFLP) da amplificacdo por PCR do rDNA do 18S de
nematéide. DNA da comunidade foi amplificado usando os primers NEMFL1/S3.
Amplicons foram digeridos com Hinfl e corridos em gel de agarose 2 % (w/v). Al=
Rotacdo pastagen-cultivo sob plantio convencional; Y 2= Cultivo continuo sob plantio
convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio direto; w= inverno; s= primavera;, u=
verdo.. MQ? =? X 174 DNA Haelll Digest (1.353 pb) (Sigma).
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Figura 45. Fragmentos de restricdo (RFLP) da amplificacdo por PCR do rDNA do 18S de
nematdide. DNA da comunidade foi amplificado usando os primers NEMF1/S3.
Amplicons foram digeridos com a mistura (Had Il1/Hinf1 50%/50%) e corridos em ¢l
de agarose 2 % (w/v). Al= Rotacdo pastagen-cultivo sob plantio convencional; Y 2=
Cultivo continuo sob plantio convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio direto;
W= inverno; s= primavera; u= verdo. MQ? = ? X 174 DNA Hae IIl Digest (1.353 pb)
(Sigma).
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Figura 46. Fragmentos de restricdo (RFLP) da amplificacdo por PCR do rDNA do 18S de
nematdide. DNA da comunidade foi amplificado usando os primers NS1I/N$A.
Amplicons foram digeridos com com a mistura (Haelll/Hinf1 50%/50%) e corridos
em gel de agarose 2 % (w/v). Al=Rotacdo pastagentcultivo sob plantio convencional;
Y 2= Cultivo continuo sob plantio convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio
direto; w= inverno; s= primavera;, u= veréo.

MQ?=? X 174 DNA Haelll Digest (1.353 pb) (Sigma).

Para verificar a reprodutibilidade PCR-RFLP, todos os padrfes foram desenvolvidos a
partir de analises repetidas de PCR e digestédo enzimatica do mesmo extrato de DNA. Todas
as analises repetidas produziram padrées RFLP que eram indistinguiveis para a mesma
combinacdo de primers e enzimas de digestdo. Como exemplo se apresenta a combinagdo
NemF1/S3-Haelll (Figura 40) gue mostram o padréo de RFLP repetida na Figura 44. Assim,
foram calculados os indices de biodiversidade como média entre os dois conjuntos de dados

gerados pelos padrdes repetidos de RFLP.



Pw Bilw Z2w Alw Y2w Ps Bls Z2s Als Y2s Pu Blu Z2u Alu Y2u M

Figure 47. Fragmentos de restricdo (RFLP) da amplificacgo por PCR (2da) do rDNA do 18S
de nemat6ide DNA da comunidade foi amplificado usando os primers NEMF1/S3.
Amplicons foram digeridos com com a enzyma Haelll e corridos em gel de agarose 2
% (w/v). Al=Rotacdo pastagen-cultivo sob plantio convencional; Y2= Cultivo
continuo sob plantio convencional; Z2= Cultivo continuo sob plantio direto; w=
inverno; s= primavera; u= verdo.M=? X 174 DNA Haelll Digest (1353 bp) (Sigma).

3.3. indicedeDiversdade

Os indices de diversidade calculados, a partir do tratamento das imagens dos ggis, pelo
programa TotalLab®, para os diferentes tratamentos estudados e épocas amostradas sdo
apresentados na Tabela 29. O indice de Shannon (H ') apresentouse para todas as
combinacdes de primer/enzima em todos os tratamentos, dentro de um intervalo de 1,01 -
2,29. Em geral, os indices H ' obtidos, foram ligeiramente superiores aos relatados por
MONDINO et al. (2002) que calculou os indices de diversidade de tratamento na mesma area,
mas utilizando medicdes da biodiversidade através da taxonomia cléssica. Além disso, no
tratamento de Pastagens (controle), na Primavera e para todas as combinacdes de pares de
primers/enzima os valores medios do H ' foram maiores em relagdo ao relatado por
MONDINO et a. (2002).
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Tabela 29. Valores neédios dos indices de diversidade em todas as épocas de amostragens e
paratodas as combinagdes de enzimas de restricdo e primers utilizados em um solo do
Pampa austral da Argentina.

Haelll NemF1/S3

Invierno 2006 Verano 2007 Primavera 2007
Trat H Ds J H Ds J H Ds J
Past 1,58a 0,21a 0,99a 1,86a 0,17b 0,96a 1,88ba 0,18a 0,%4a
PD1 1,83a 0,17ba 0,95b 1,92a 0,16b 0,95a 1,73b 0,19 0,98a
PD2 1,72a 0,19ba 0,97ba 1,77a 0,18ba 0,94a 1,690 0,20a 0,95a
PC1 1,92a 0,16ba 0,95b 1,8la 0,17b 0,97a 1,99ba 0,15a 0,93a
PC2 1,97a 0,14b 0,98ba 167a 0,23a 0,8% 2,20a 0,12a 0,96a
Haelll NS1/NS4
Past 1,31ba 0,29ba 097a 1,75a 0,18a 0,98a 2,00a 0,14a 0,97a
PD1 1,02b 0,38a 0,98a 13la 0.2%a 0,96a 1,53b 0,22a 0,96a
PD2 1,67ba 0,19ba 0,98a 1,74a 0,18a 0,97a 1,79ba 0,18a 0,93a
PC1 1,34ba 0,28ba 0,%a 101a 0,67a 0,74a 1,63ba 0,21a 0,95a
PC2 1,86a 0,17b 0,98a 1,60a 0,22a 0,96a 1,93ba 0,15a 0,96a
Hinfl NemF1/S3
Past 1,71a 0,19a 0.97a 143a 0,28a 0,90a 1,64a 0,25a 0,88a
PD1 1,58a 0,22a 0,93b 1,37a 0,29a 0,94a 1,75a 0,24a 0,84a
PD2 1,78a 0,20a 0,92b 1,74a 0,19a 0,93a 1,78a 0,27a 091a
PC1 1,64a 0,23a 0,92b 1,45a 0,26a 0,91a 1,87a 0,21a 0,96a
PC2 191a 0,17a 0,94b 1,73a 0,20a 0,94a 1,92a 0,16a 1,16a
Hinfl NS1/N$A
Past 1,98a 0,15a 0,96a 2,23a 0,12a 0,93a 2,05a 0,15a 0,90a
PD1 2,00a 0,15a 0,91a 2,16a 0,13a 0,92a 1,84a 0,18a 0,%a
PD2 1,93a 0,16a 0,93a 1,88a 0,18a 0,90a 191a 0,16a 0,92a
PC1 1,76a 0,19a 0,90a 1,95a 0,16a 0,91a 2,03a 0,15a 0,88a
PC2 2,20a 0,13a 0,%4a 1,77a 0,19a 0,8% 1,84a 0,17a 0,8%a
Mix NemF1/S3
Past 1,48b 0,23a 0,99 1,75b 0,18a 0,98a 2,03a 0,15a 0,94a
PD1 2,29a 0,11a 0,97a 2,06a 0,13b 0,96ba 1,92a 0,15a 0,98a
PD2 2,02a 0,14a 0,98a 1,75b 0,19a 0,94ba 1,72a 0,20a 0,96a
PC1 2,23a 01la 0,98a 1,88ba 0,16ba  0,96ba 2,18a 0,12a 0,%a
PC2 1,97ba 0,66a 0.9la 1,91ba 0,17ba 0,92b 1,71a 0,19a 0,98a
Mix NS1/NS4
Past 1,64a 0,20a 0.97a 1,99 0,15a 0,97a 1,79 0,18a 0,96a
PD1 1,73a 0,18a 0,98a 1,65a 0,22a 0,96a 1,85bha 0,17ba 0,95a
PD2 1,63a 0,20a 0,96a 1,68a 0,21a 0,95a 2,00ba 0,13b 0,96a
PC1 1,80a 0,19a 0,97a 1,64a 0,23a 0,94a 2,00ba 0,14ba 0,97a
PC2 1,93a 0,17a 0,%a 1,68a 0,20a 0,95a 2,10a 0,13b 0,97a

H = indice de diversidade de Shannon, Ds= indice de diversidade de Simpson, J= indice de
equitatividade. Past pastagem; PD1= plantio direto—+otacdo pastagens, PCl= plantio
convencional-rotacdo pastagens, PD2= plantio direto — rotacdo cultivos, PC2= plantio
convenciona — rotacéo cultivos, Haelll e Hinf1= enzimas de restricao; Mix= Hael lI/Hinf1; Pr
NemFL1/S3; Pr NSI/N$A.



Para cada estacdo e combinacdo primer/enzima, todos 0s parametros apresentaram
diferencas entre os tratamentos, que foram em alguns casos, estatisticamente significativas.
Por outro lado o H™ e o indice de Simpson foram, como esperado, inversamente relacionados
(P <0,01). A combinacdo NEMF1/S3 - Haelll mostraram diferencas em aguns indices de
diversidade entre os tratamentos em todas as estacOes de amostragens. Contudo a enzima
Hinf1l com qualquer dos primers utilizados ndo produziram padroes de RFLP, que foram
capazes de se diferenciarem, estatisticamente, entre os tratamentos estudados, pelo menos em
um indice de diversidade. Para todas as estacdes de estudio, os menores indices de
diversidade foram os obtidos com a combinacéo de NS1/NS4 /Hael 1.

Os nematoides tém sido reconhecidos como indicadores de mudancgas no ambiente do
solo e sua ocorréncia em gupos funcionais, tém o potencial de fornecer informacdes para
muitos processos do solo (RITZ & TRUDGILL, 1999). Grupos funcionais de nematdides sdo
indicadores de outros organismos com funcdes ecoldgicas semelhantes e, portanto, das
respostas do ecossistema (por exemplo BONGERS, 1990; BONGERS & FERRIS, 1999;
YEATES & BONGERS, 1999).

A validade do uso de alguma técnica molecular em estudos ambientais depende da
obtencdo de extratos representativo de &cidos nucléicos a partir de uma amostra ambiental.
Métodos de extragcdo de acidos nucleicos, muitas vezes sdo ineficientes porque pode ocorrer a
coextraction de inibidores enzimaticos do ADN. Técnicas de lise direta tém sido usadas com
freqiéncia, porque produzem mais ADN. No entanto, a maior desvantagem dos métodos de
lise direta é que sdo extraidos mais substancias inibidoras de PCR junto com o ADN (LEFF et
al., 1995). Nossos resultados mostram que ndo foram obtidos produtos visiveis de PCR apés a
maceracdo fisica direta em tampéo TE. Os protocolos de extracdo de ADN usado para solos
incluiu geralmente de um a trés dos seguintes elementos basicos. ruptura fisica, lise quimica,
e lise enzimatica. Nesse experimento foi realizado o mesmo rompimento fisico de
nematoides, mas o tamp&o de extracdo quimica e /ou lise enzimatica foi mudado.

A eficacia dos diversos componentes da lise quimica permanece largamente
desconhecida. DONN et al. (2008) relataram que a extracdo do ADN de nematdides de
amostras ambientais em que as misturas de lise continha o detergente dodecil sulfato de sodio
[SDS] resultou em grande quantidade de ADN quantificavel e produto da PCR. No entanto,
neste experimento, o procedimento com a SDS n&o proporcionou um extrato de ADN de
nematoides que pudese ser amplificado pela PCR . Também foi inccluida uma modificacéo
das técnicas basicas da quimica de lise que incluia alta temperatura (90 ° C de ebulicdo) para
a incubacdo (KUSKE et a., 1998; de SOUZA et a., 2004) e a incorporacdo de agente
quelante, resina Chelex, para inibir nucleases e dispersar as particulas do solo (JACOBSEN et
al., 1992). No entanto, este método falhou completamente, porque nem o &cido nucleico foi
recuperado (leitura do espectro) nos extratos nem foi obtido um amplificado pela reacdo de
PCR.

O CTAB é reconhecido por gjudar a remover materiais himicos para a maioria dos
solos que contém altas concentracfes de acidos humicos gque inibem as enzimas da PCR. Foi
relatado que o fenol/cloroférmio gjuda a tirar as proteinas do homogeneizado e remover uma
boa parte dos componentes himicos e pigmentos de solo (SCHNEEGURT et a, 2003). No
nosso experimento, os extratos de DNA obtidos por outros métodos foram altamente
pigmentados (dados ndo mostrados), mas o extrato obtido pelo méodo CTAB combinado
com fenol/ cloroférmio/écool isoamilico foi claro e livre de pigmentos. Embora o CTAB na
lise quimica e a proteinase K na lise enzimética combinado com fenol, cloroférmio e acool
isoamilico era o méodo mais demorado, resultou em uma ata obtencdo de ADN
guantificavel e produto da PCR.

A fim de utlizar técnicas moleculares para identificar diferentes grupos de
nematoides, é exigido que umaregido do ADN demonstre suficiente divergéncia para separar
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as sequéncias de diferentes grupos, mas suficiente coacdo, para evitar a saturacéo dos sitios
informativos. Para as andlises a nivel comunitario, a universalidade das pequenas e grandes
subunidade dos genes ribossomais (18S e 28S) pode ser usada (BLAXTER, 2004). No
entanto, a pequena subunidade ribossoma (18S) € comumente utilizada para andlise
filogerética (BLAXTER et a., 1998; OLIVEIRA et a., 2004) e andlise ecoldgica de
comunidades (FLOYD et a., 2002; FOUCHER & WILSON, 2002, WAITE et a., 2003), de
nematoides.

As andlises de RFLP sdo comumente utilizadas na obtencdo de padrdes de digestdo
diferentes. Neste trabalho, tratamentos de diferentes manejos agricolas mostraram um padrao
distinto de bandas RFLP. Foram utilizadas duas enzimas e uma mistura igual delas, de acordo
com MOYER et a. (1994) que defende a conveniéncia de utilizar mais de uma enzima de
restricdo, ao tentar medir a diversidade usando esta técnica, ja que atingiria um maior grau de
resolucdo. A intensidade variavel das bandas obtidas, para os diferentes tratamentos, pode ser
explicada por diferentes densidades e composi¢des das comunidades de nematoides em cada
amostra.

GRIFFITHS et a. (2006) relatou que, a distingdo entre os tipos de nematdides
depende da quantidade de ADN e aproximadamente ao volume total (biomassa) de cada tipo
de nematdide dentro de uma amostra, mais do que a abundancia de cada espécime. No
entanto, estdo bem documentadas limitagdes a utilizacdo de métodos moleculares em estudos
de biodiversidade (QIU et al., 2001; von WINTZINGERODE et al., 1997).

Em alguns casos, os valores dos indices de diversidade obtidos foram superiores aos
relatados por MONDINO et al. (2002) que calcularam o indice H' de condic¢des experimentais
similares, mas com base na determinacéo taxonémica classica. O fato de que nossos valores
do indice de Shannon (H") foram maiores na primavera para o tratamento testemunha
(pastagem) e também nos tratamentos com rotagdo de pastagens nas culturas, pode estar
relacionado a maior presenca de nematdides com grande biomassa como sd0 0s onivoros e
predadores e gque se associam aos ambientes mais estaveis (FERRIS & FERRIS, 1974;
BONGERS, 1990; NEHER & CAMPBELL, 1994; GOMES et a., 2003), tais como as
pastagens.

No entanto, em outras situagdes, os métodos moleculares podem subestimar os indices
de diversidade, como aconteceu nesta tese CAPITULO |) mas esta informacao ndo foi
dessenvolvida por ndo formar parte dos objetivos da mesma. O fato pode estar relacionado
com os métodos de perfis moleculares que usuamente evidencian apenas 0S organismos
dominantes (em volume do que em nUmero), espécie muito rara frequentemente ndo séo
detectadas, mas muitas vezes essas espécies compdem a grande maioria da diversidade das
comunidades ( GANS et al., 2005; PEDROS-ALIO, 2006). Neste caso, a diversidade de
taxons, mesmo agueles que sdo detectados como dominantes, por taxonomia classica,
portanto, pode ser subestimado. Além disso, alguns pesquisadores relatam que os fragmentos
de restricdo do mesmo tamanho podem ser gerados a partir de varios taxons, que podem ser
relacionados de maneira diferente (BLACKWOOD & BUYER, 2007; DUNBAR et al., 2001;
ENGEBRETSON e MOYER, 2003). Neste trabalho foram utilizados seis combinactes de
pares de primers e enzimas que exclui essa possibilidade. Desta forma, os valores do indice de
diversidade foram semelhantes na Primavera para os tratamentos controle, quando foram
determinados com as combinagdes de primers/enzima NEMFL1/S3-Haelll e NEMF1/S3-Mix,
0s que podem ser selecionados para seguir os estudos.
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4. CONCLUSOES

Do estudo desenvolvido, onde se aplicaram ferramentas moleculares para a obtencéo
de padrdes moleculares das comunidades de nematdides do solo em diferentes sistemas de
cultivos no Pampa austral Argentino conclui- se que: @) a execucéo do método CTAB, foi uma
metodologia simples e relativamente acessivel, com capacidade de extrair DNA de brma
consistente b) A abordagem molecular de RFLP permitiu a obtengdo de perfis moleculares

gue permiteram o @lculo dos indices de diversidade, com sensibilidade suficiente para
diferenciar diferentes sistemas de cultivos.
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CONCLUSOES GERAIS

Do estudo desenvolvido onde foram comparados abundancia, diversidade, relagbes
tréficas, indices de maturidade e os indices que avaliam a rede tréfica do solo, como tambén
a aplicacéo de ferramentas moleculares para a obtencdo de padrbes moleculares das
comunidades de nematbides, para um solo sob diferentes sistemas de cultivos no Pampa
austral Argentino conclui-se que: existiram diferentes grupos funcionais de nematéides
indicadores das condigbes presentes nos diferentes tratamentos estudados. Os indices
utilizados no estudo foram eficientes ferramentas para refletir a condicdo de perturbacéo
como tambén o estado funcional da rede trofica do solo baseada na nematofauna. Por outra
parte as ferramentas moleculares utilizadas permitiram a extracdo de ADN de nematéides do
solo e tiveram a sensibilidade suficiente para diferenciar tratamentos sob diferentes sistemas
de cultivo.
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