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RESUMO

Residuos da producdo suinicola sao utilizados como
fertilizantes ou condicionantes agricolas e essa tem sido uma
alternativa econébmica para seu descarte, mas sua aplicacédo
inadequada pode oferecer riscos ambientais aos corpos
receptores, portanto tais residuos tém recebido cada vez mais
atencdo em relagdo aos efeitos de sua utilizagdo.Este estudo
objetivou avaliar:l) o efeito de doses de dejeto liquido de
suinos (DLS) na reproducdo de organismos edéaficos através de
testes ecotoxicoldgicos em anelideos; Il) o efeito de doses de
DLS na reprodugdo de organismos edaficos através de testes
ecotoxicoldgicos em microartropodes; (111) efeito da aplicacédo
de DLS em comunidades nativas de nematoides; 1V) o efeito
da adicdo de agua via DLS sobre a fauna edafica; V) o efeito
da continuidade do uso do DLS sobre a diversidade estrutural
das comunidades da fauna do solo e; (V1) verificar o efeito da
exposicdo historica ao DLSna resisténcia destas comunidades
edaficas. Para tanto utilizou-se dejeto oriundo da criacdo de
suinos da fase de terminacdo. O desenvolvimento do projeto
deu-se em seis etapas: 1) Estudo do efeito de doses de DLS na
reproducdo de Eisenia andrei eEnchytraeus crypticus; II)
Estudo do efeito de doses de DLS na reproducdo de Folsomia
candida e Hypoapsis aculeifer. As duas primeiras etapas
objetivaram determinar a concentracdo efetiva que causa
reducdo de 50 % na taxa reprodutiva (CEso), diferentes doses
foram testadas em  Cambissolo  Haplico eutréfico
(CHe),Nitossolo Vermelho distroférrico (NVd)e um Solo
Artificial Tropical (SAT) foi usado como referéncia.A
avaliagdo estatistica consistiu em ANOVAOne-way com
comparacdo de médias pelo teste de Dunnett (P<0,05) e
analises de regressdo ndo linear para estabelecer os valores de






CEso. IlI)Avaliar o efeito do DLS sobre a estrutura das familias
e grupos tréficos de comunidades nativas de nematoides, para
tanto, diferentes doses de DLS foram aplicadas em CHe e
emNVd, um solo de Portugal (SR) foi usado como
referéncia.Avaliou-se alteracbes na abundancia de familias e
grupos troficos de nematoides através de ANOVA One-way e
comparacdo de médias pelo teste de Dunnett e, ANOSIM e
SIMPER foram utilizadas para identificar quais familias ou
grupos foram responsaveis pelas diferencas entre as doses
avaliadas.IV)Estudo em Terrestrial Models Ecosystems
(TMESs) para determinar o efeito do aporte momentéaneo de
agua no sistema solo via DLS utilizando as doses de 20, 50 e
150 m® ha® de dejeto e 4gua, com base nas diferentes CEso
obtidas na Etapa I, sobre a estrutura da comunidade edéfica
nativade um Cambissolo HUmico aluminico (CHa)e um
NVd.Os resultados foram submetidos a analises de GLMM,
PCoA, PERMANOVA e SIMPER; V) Estudo em Terrestrial
Models Ecosystems (TMEs) para determinar o efeitoda
continuidade do uso de DLS, testando as doses de 20, 50 e 150
m® ha de dejeto que foram repetidas trés vezes espacadas
temporalmente em 25 dias e os resultadosdesta etapaforam
avaliados através de ANOVA com comparacdo por Dunnett,
PCoA, PERMANOVA e SIMPER;VI)Avaliagdo do uso
histérico de DLScomo fertilizante agricola, para tanto TMEs
de duas areasde Integracdo Lavoura-Pecuariasobre um NVd
foram coletados, uma das areas sem histérico de uso de DLS e
outra com uso de DLS ao longo de 20 anos.As trés doses CEso
foram aplicadas aos TMEs apenas uma vez e avaliou-se
alteracdes causadas na estrutura das comunidades edéaficas. Os
dados foram estatisticamente avaliados por analises de
PERMANOVA, SIMPER, PCoA, ANOVA com comparacdes
por Dunnett e teste t de acordo com o tipo de dados obtido.






Com base nos ensaios ecotoxicologicos padronizados
verificou-se toxicidade do DLSna reproducdo E. andrei, E.
crypticus, F. candida e H. aculeifer para CHe e NVd.
Alteragbes na abundéancia, estrutura de familias e grupos
troficos de nematoides também foram encontradas para 0 uso
de DLS nos dois solos usados para os testes. O aporte de
grande volume de &gua via DLS ndo é suficiente para causar
efeitos na estrutura da comunidade edafica dos solos avaliados.
Os resultados da continuidade de aplicacdo de dejeto mostram
que para o CHa ocorreram alteragdes com as repetidas
aplicacdes de DLS, enquanto para 0 NVd essas alteracGes ndo
responderam da mesma maneira mostrando maior influéncia do
uso do DLS do que da reaplicacdo desse residuo. O uso
historico de DLS promove a presenca de grupos de organismos
mais adaptados a fertilizacdo com esse residuo, uma vez que a
aplicacdo de DLS provocou alteracbes na composicdo dos
grupos da comunidade edéafica apenas na area sem historico de
uso de DLS.

Palavras chave: dejeto liquido de suinos, ecotoxicologia,
terrestrial model ecosystems.






ABSTRACT

Waste of pig production is used as fertilizer or agricultural
conditions and this has been an economical alternative to its
disposal, but their improper application can provide
environmental risks to receiving bodies, so such waste have
received more and more attention to the effects of its use. This
study aimed to evaluate: 1) the effect of pig slurry (PS)
dosesreproduction of soil organisms through ecotoxicological
tests in annelids; 1) the effect of PS doses reproduction of soil
organisms through ecotoxicological tests microarthropod; (I11)
applying PS effect on native nematode communities; 1V) the
effect of adding water as PS on the soil fauna; V) the effect of
continued use of the PS on the structural diversity of soil fauna
communities and; (VI) to verify the effect of historical
exposure to PS resistance of these soil communities. For this
purpose we used slurry coming from the creation of the
termination layer animals. The development of the project took
place in six stages: 1) Study of PSdose effects on reproduction
of Eisenia andrei, Enchytraeus crypticus; Il) Study of PSdose
effects on reproduction of Folsomia candida and Hypoapsis
aculeifer. The first two steps out to determine the effective
concentration that causes 50% reduction in reproductive rate
(ECso), different doses were tested in Entisol (CHe) and
Nitosol (NVd) and a tropical artificial soil (TAS) was used as
reference. Statistical analysis consisted of ANOVA One-way
with mean comparison by Dunnett test (P<0.05)and non-linear
regression analysis to establish the ECso values. 111) PS effect
on the structure of families and trophic groups of nematodes
native communities, different doses of PS were applied to CHe






and NVd, a soil Portugal (SR) was used as reference. We
evaluated changes in the abundance of families and trophic
groups of nematodes by ANOVA One-way and comparison of
means by Dunnett test and ANOSIM and SIMPER were used
to identify which families or groups were responsible for the
differences between the doses. 1V) Study Terrestrial Models
Ecosystems (TMEs) to determine the effect of momentary
water supply in the ground system via the PS using doses of
20, 50 and 150 m® h'slurry and water, based on the different
ECso obtained in Step I, on the structure of the native
community edaphic a Entisol Humic (Cha).The results were
submitted to analysis of GLMM, PCoA, PERMANOVA and
SIMPER; V) Study Models Terrestrial Ecosystems (TMES) to
determine the effect of continued use of PS testing doses of 20,
50 and 150 m® hslurry were repeated three times temporally
spaced by 25 days.The results of this stage were evaluated by
ANOVA with comparison by Dunnett, PCoOA, PERMANOVA
and SIMPER; VI) Evaluation of the historical use of PS as
agricultural fertilizer, for both TMES two areas of Crop-
Livestock Integration on a NVdwere collected, one of the areas
without PS usage history and another with the use of PS over
20 years.Three ECsodoses were applied to TMEs only once and
evaluated changes caused in the structure of the soil
communities. Data were statistically evaluated by analyzes of
PERMANOVA, SIMPER, PCoA, ANOVA with Dunnett's
comparisons and by t-test in accordance with the type of data
obtained. Based on standardized ecotoxicological tests verified
toxicity PS playback E. andrei, E. crypticus, F. candida and H.
aculeiferinCHe and NVd. Changes in abundance, family
structure and trophic groups of nematodes were also found for
the use of PS in both soil used for the tests. The injection of
large volumes of water via PS is not enough to cause effects on






the structure of soil community of evaluated soil. The results of
slurry application continuity show that for Entisol changes
withrepeated applications of PS, while for the NVd these
changes did not respond in the same way showing greater
influence of the use of PS than the reapplication of this waste.
The historical use of PS promotes the presence of more adapted
organisms groups fertilization with this waste, since the
application of PS caused changes in the soil community
composition of groupsonly in the area without PS usage
history.

Keywords: pig slurry, ecotoxicology, terrestrial ecosystems
model.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

1.1 Suinocultura no Brasil

A atividade suinicola tem um importante papel
econémico no Brasil e 0 amplo desenvolvimento deste setor é
representado pelo quarto lugarocupado entre 0s maiores
produtores mundiais de carne suina. No ano de 2014 o pais
chegou a produzir 3.471,7 mil t de carne suina (ABPA, 2015).
Dentro do cenario nacional de producdo o maior destaque é
dado ao estado de Santa Catarina, o qual € responsavel por 26,7
% da producdo e por 37 % da exportacdo nacional (ABPA,
2015).

A expressiva representatividade da suinocultura no
setor econbmico do pais ocorre como resposta da
especializacdo do sistema produtivo com base em estratégias
empresariais e 0s avancos tecnoldgicos e organizacionais
incorporados ao longo das ultimas décadas. Na producédo
priméaria vem ocorrendo mudangas estruturais com o0 aumento

de escala, a especializacdo e a tecnificacdo, tendéncias
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relacionadas a crescente integracdo com a estrutura industrial
de abate e processamento, contribuindo assim, para o0
crescimento do rebanho e o aumento da produtividade
(MIELE, 2007). Concomitante a essa expressividade
econdmica e especializacdo produtiva ocorre, também,
aumento da concentragdo de animais em menores areas
territoriais, 0 que acarreta, portanto, em grande volume de
dejeto animal produzido por unidade de area, gerando um dos
grandes impasses da producdo de suinos, uma vez que essa
atividade estd diretamente ligada a problemas ambientais,
especialmente os relacionadosa qualidade da agua e do solo.

E possivel ter ideia da proporcdo de dejeto de suinos
gerado considerando que cada litro de agua ingerido por animal
equivale a 0,6 litros de dejeto gerado (OLIVEIRA, 1993), e
que as estimativas de consumo diario de agua por um suino
adulto apontam volumes de até 20 L dia* (PALHARES, 2005).
Em termos de nimero de matrizes alojadas no Brasil no ano de
2014 que foi 2.100.936 cabegcas (ABPA, 2015) se
multiplicarmos esse valor pela estimativa de producdo de
dejeto por dia temos valores que ultrapassam a casa de milhGes
de litros por ano.

Atualmente, a principal alternativa para a disposi¢édo

deste residuo é a aplicacio em solos agricolas, como
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fertilizante organico, visto que essa pratica aumenta a
concentracdo de matéria organica do solo e serve como
importante e pouco onerosa fonte de nutrientes para a producéo
vegetal. Deste modo, quando utilizado de maneira adequada, o
dejeto de suinos pode melhorar as caracteristicas quimicas,
fisicas e bioldgicas dos solos (SCHERER et al. 2007). No
entanto, o uso inadequado e sem critérios pode gerar poluicdo
ambiental (GAYA, 2004).

A dificuldade de manejo do dejeto é um dos grandes
problemas ambientais ocasionados pelo atual modelo de
producdo decorrente da concentragdo geografica e da
intensificacdo dos sistemas de confinamento (RACHED,
2009). Além disso, o atual modelo produtivo lanca méo de
alimentacdo altamente concentrada e com fornecimento de
muitos aditivos, 0 que causa um desbalanco no aporte de
nutrientes ao solo, podendo entdo, o uso prolongado ou em
grandes volumes de dejeto de suinos, causar acumulo de
nutrientescomo P, K, Cu e Znno solo (SCHERER et al., 2010;
MURCHIE et al., 2015).

Se, por um lado, ja& existem alertas sobre 0s riscos

ambientais do uso excessivo e/ou continuado dos dejetos
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animais como fertilizante do solo (SEGANFREDO, 2004) e,
embora a literatura internacional seja relativamente ampla
sobre a utilizacdo de dejeto de suinos como fertilizante e seu
possivel impacto ambiental, o acervo brasileiro é ainda
bastante limitado (SCHERER et al., 2010). Nesse contexto,
aspectos como a capacidade de suporte dos dejetos pelo solo,
bem como as alteragdes que estes provocam em suas
caracteristicas bioldgicas, principalmente, ainda precisam ser
estudados para entender a magnitude dos efeitos com que 0 uso
de dejetos suinos pode afetar, beneficamente ou ndo, o

ambiente em que o material é utilizado.

1.2 Avaliagdes ecotoxicoldgicas

A ecotoxicologia terrestre é uma ciéncia que permite
avaliar a partir de ensaios ecotoxicoldgicos efeitos toxicos de
substdncias em seres vivos e em variaveis ambientais,
apresentandoresposta mais precisa ou complementar a analise
quimica dos compostos.

Essa ciéncia consiste em um conjunto de ensaios que
sdo realizados em condicOes laboratoriais controladas, que
visam avaliar os efeitos de contaminantes em organismos
bioindicadores ndo-alvos e as interacdes destes no ambiente,

com base nas formas de degradacéo e vias de exposicdo dos
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compostos. Tais testes podem ser utilizados como indicadores
da qualidade dos solos e apresentam-se como alternativas de
facil aplicacdo com resposta rapida. O objetivo final destas
técnicas € obter resultados de baixa complexidade e baixos
custos e extrapola-los para sistemas mais complexos como é o
caso de ecossistemas terrestres.

Os dados obtidos nos testes de toxicidade s&o
analisados estatisticamente e 0s resultados expressos por
parametros tais como, CL2o e CLso (concentracdo da substancia
que causa letalidade em 20 e 50 % dos individuos
respectivamente, durante o periodo do teste), CEx e CEso
(concentracdo efetiva que causa efeito em 20 e 50 % dos
individuos, respectivamente), CENO (maior concentracdo sem
efeito observavel), CEO (menor concentragdo de efeito
observado) (VAN GESTEL, 2012), e por curvas que
demonstram a relacdo dose-resposta (HACON, 2003).

A ecotoxicologia terrestre em sua “versdo cldssica” de
avaliagOes laboratoriais, com contaminagédo in vitro, testando
uma ou mais espécies simultaneamente é importantissima para
avaliar uma ampla variedade de alteragbes e respostas nos

parametros estruturais e funcionais da comunidade edéafica nos
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mais diferentes sistemas ecoldgicos e com uma ampla gama de
estressores ambientais.

Recentemente, novas metodologias de avaliacdo, com
maiores niveis de complexidade tém sido utilizadas, com o
objetivo de obter respostas mais realistas e melhorar a
extrapolacdo dos dados para condi¢Oes reais. Dentre tais
metodologias podemos destacar 0s ensaios de semi-campo com
TMEs (Terrestrial Model Ecosystems)(VAN GESTEL, 2012).
Os TMEs podem ser definidos como sistemas controlados e
reprodutiveis que buscam simular processos e interacdes dos
componentes podendo fornecer informagcbes mais completas e
realisticas, pois utilizam amostras de um ecossistema natural,
permitindo, portanto, que os servigos prestados por diferentes
niveis da cadeia trofica sejam considerados durante a avaliacao
experimental (KNACKER et al. (2004; ANDREA, 2010).
Esses ensaios tém como objetivo avaliar ndo apenas os efeitos,
mas também a recuperacdo do ecossistema, 0 que é essencial
para a manutencdo dos processos biolégicos no solo e o
provisionamento dos servigos ecossistémicos associados,
visando o0 uso sustentavel dos recursos naturais e tem sido cada
vez mais utilizado como ferramenta de avaliagdo de risco

ecoldgico.
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1.3 Risco ecoldgico

Andlise de risco ecoldgico (ARE) é um processo de
coleta, organizacao e andlise de dados ambientais para estimar
efeitos adversos sobre receptores ecoldgicos (espécies,
populagdes, comunidades) ou sobre ecossistemas devido a uma
contaminacdo. A insercdo da ARE como suporte para o
processo de tomada de decisdo é recente, porém tem crescido o
nimero de paises que realizam essa avaliacdo e ainda
desenvolvem estudos para gerar dados e informacdes referentes
a dindmica e estrutura do ecossistema em foco. Nesse contexto,
a ecotoxicologia constitui-se uma importante ferramenta para
geracdo de conhecimentos essenciais que permitem subsidiar a
formulacdo segura de dispositivos legais, normas, programas e
diretrizes gerenciais para enfrentar questdes de risco ecolégico,
potencial ou real, determinado pelo uso e pelo langamento de
agentes quimicos ou outros compostos no ambiente
(FERNICOLA et al., 2003). A ARE pode ter duas diferentes
abordagens, analises prospectivas e analises retrospectivas.

A abordagem retrospectiva compreende a avaliagdo do
risco ecoldégico em ambientes ja contaminados, nesse caso tem-

se um estudo de caréater retrospectivo. Esta abordagem permite
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estabelecer prioridades para a remediagdo e/ou reducdo dos
riscos, além de fornecer subsidios para o gerenciamento desses
locais contaminados (VAN GESTEL, 2012).

A segunda abordagem, analise prospectivavisa prever
0s impactos futuros do uso de substancias ou residuos a fim de
controlar o seu uso ou estabelecer valores seguros para essas
substancias ou compostos (ex. utilizacdo de residuos animais
como fertilizante agricola). Nessa abordagem, assume-se que, 0
risco de uma substdncia para 0s ecossistemas pode ser
estimado a partir da avaliacdo dos efeitos toxicos observados
em um ndmero de espécies indicadoras, expostas a diversas
concentracdes da substancia teste (VAN GESTEL, 2012). Os
efeitos adversos dos poluentes sobre os organismos vivos sdo
quantificados por uma variedade de parametros, tais como, taxa
de sobrevivéncia, crescimento, reproducdo, densidade e
diversidade de espécies de uma determinada comunidade
bioldgica, taxa de evolucdo de CO, atividade enzimética entre
outros (ZAGATTO; BERTOLETT]I, 2006).

Analises de risco prospectivas objetivam regulamentar e
definir niveis seguros de introducdo do contaminante no meio.
Esse tipo de andlise utiliza, portanto, substancias testes e
ensaios laboratoriais ou de semi-campo que devem levar em

consideracdo 0s receptores ecologicos e a dindmica do
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contaminante no meio, para a obtencdo de respostas mais
realistas.

A elaboracdo de uma analise de risco ecologico
prospectiva € embasada na “formulacdo do problema” que tenta
ver se 0 contamiante a ser analisado pode atingir os receptores
ecoldgicos importantes no sistema em estudo. De forma a
tentar representar quais os potenciais efeitos que podem ocorrer
em campo derivados da aplicacdo de DLS. Apresenta-se na
Figura 1.1 um diagrama cenceitual incluindo quais o0s
potenciais receptores ecoldgicos e a respectivas vias de
exposicdo ao DSL. Este tipo de diagramaé mais utilizadoem
uma analise de risco retrospectiva, mas, neste caso, pode ajudar
a entender de maneira holistica os potenciais impactos da
aplicacdo deste tipo de dejeto. O diagrama serve também para
assinalar quais os principais aspectos que foram abordados no

desenvolvimento do presente estudo.
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Figura 1.1- Modelo conceitual da anélise de risco retrospectiva
do uso de dejeto liquido de suinos. Compartimentos
ambientais: Elipses; Compartimento ambiental estudado:
Elipse rachurada; Receptores ecoldgicos: Retangulos; Vias de
transporte entre compartimentos: Flechas espessas; Vias de
exposicao aos receptores ecoldgicos: Flechas finas; Receptores
ecolégicos avaliados no presente projeto: Retangulos
cinzas.Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

O modelo conceitual apresentado na Figura 1.1 tem
como base o sistema solo, no qual o dejeto liquido de suinos é
aplicado, em funcdo disso estabeleceu-se as principais vias de
transporte desse material no ambiente para um sistema
hipotético. As vias de transporte entre 0s compartimentos estao

representadas pelas flechas mais espessas e s@o basicamente a
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perda por lixiviacdo e escorrimento superficial do solo para
corpos d’agua e percolacdo no perfil do solo para aguas
subterraneas; ainda ha outra via de transporte representada no
esquema que é por translocacdo entre agua de superficie e
subterranea.

A escolha dos receptores ecoldgicos avaliados
(retangulos cinzas) foi feita com base no objetivo de avaliar a
possivel perda da funcdo de habitat e funcdo de retencdo do
solo de uma area que recebe aplicacdo de dejeto liquido de
suino, avaliando os efeitos adversos da contaminacdo sobre

organismos do solo.

1.4 Fauna edafica e servigos ecossistémicos

Os conceitos de parametros estruturais ou funcionais na
ecologia ja sdo bastante consolidados, no entanto é recente a
inclusdo destes termos em analises de risco ecolégico. Uma
ampla variedade de estudos tem apresentado alteracBes e
respostas nos parametros estruturais da comunidade edéfica,
por meio da densidade, riqueza, distribui¢do de organismos nos
mais diferentes sistemas ecoldgicos e estressores ambientais.

Porém a introdugdo do conceito de qualidade funcional nos
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ambientes é mais recente (PEY et al., 2014). E esse conceito
surgiu da seguinte questdo, qual a importéncia de ter muitos
organismos e diferentes espécies ou grupos em um
determinado local? E a resposta para isso é relacionada a
funcéo de cada individuo no ecossistema.

Sabe-se que fauna do solo que tem papel chave na
decomposicdo de material organico, na ciclagem de nutrientes,
na manutencdo da estruturacdo fisica, regulacdo de populacbes
entre outros (BARETTA et al., 2011). O desenvolvimento de
seu papel pode ser avaliado indiretamente pela presenca de
minhocas, coledpteros, isdpodes entre outros ou no caso da
microbiota pode ser avaliada pela atividade enzimatica,
respiracdo basal do solo e quando em conjunto com a macro e
mesofauna a funcionalidade delas pode ser avaliada por taxa de
decomposicdo por exemplo. Porém, mesmo que os conceitos
de pardmetros estruturais e funcionais parecam simples, muito
ainda deve ser elucidado a respeito da funcdo que cada
individuo tem dentro do ecossistema, para entdo poderem
avancar ainda mais os trabalhos envolvendo a prestacdo de
Servicos ecossistémicos.

Frequentemente a fauna do solo tem sido dividida em
diferentes grupos funcionais e esse entendimento tem ocorrido

uma vez que 0s servicos ecossistémicos sdo promovidos pelas
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funcbes do ecossistema, que por sua vez, estdodiretamente
relacionadas as fungdes exercidas pela fauna do solo
(BRUSSAARD, 2012).

Com base nessa abordagem da funcionalidade da fauna
passou-se a entender que a restauracdo ou a protecdo de um
ambiente estd pautada nos servicos que esse ecossistema
fornece. De acordo com a definicdo de Millennium Ecosystem
Assessment (2005) servigos ecossistémicos “sdo os beneficios
que as pessoas obtém dos ecossistemas”, mas de acordo com
Parron; Garcia (2015) ainda ndo ha um consenso entre
pesquisadores e ambientalistas sobre a definicdo desse
conceito, mas de uma maneira generalista 0s conceitos
concentram-se em unir os beneficios diretos ou indiretos
envolvidos no fornecimento de alimento, salde e seguranca,
que os humanos podem obter dos ecossistemas naturais ou
agropecuarios.

Informacdes detalhadas sobre servigos
ecossistémicospodem ser obtidas em diversos materiais sobre
definicdo, conceitos e descricdo (LAVELLE et al., 2006;
PARRON; GARCIA, 2015), importancia da biodiversidade
(LUCK et al., 2003; VAN DER PUTTEN et al.,, 2004;
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PULLEMAN et al., 2012), metas de protecdo, estratégias de
recuperacdoe estudos desenvolvidos com base em servigos
ecossistémicos (LANDSBERG, 2013; MITCHELL et al.,
2014; SANABRIA et al., 2014; SYSWERDA; ROBERTSON,
2014).

Os servigos ecossistémicos sdo categorizados em quatro
distintos grupos: servicos culturais, servicos de regulacéo,
servicos de provisionamente e servicos de suporte. Nos
servicos culturais sdo incluidas contribuicbes ndo materiais dos
ecossistemas nos quais podemos citar o lazer, recreacdo e as
chamadas “beleza naturais” (PLEASANT et al ., 2014); ja nos
servicos de regulacdo estdo elencados servi¢cos como o controle
de doencgas e pragas, regulacdo do clima e da eroséo do solo; os
servigos de provisionamento de ecossistema sdo aqueles que
podem ser diretamente consumidos pelos humanos, como
comida, agua, producdo de madeira;e 0s servicos de suporte,
por sua vez, sao aqueles necessarios para a producdo de todos
0S outros servicos como € o caso da ciclagem de nutrientes,
decomposicdo da matéria organica, sequestro de carbono,
fotossintese, ciclo da agua entre outros (LANDSBERG, 2013).

Dentro dessa categorizacdo a fauna do solo tem
importante participacdo nos servigos de regulacdo do carbono,
matéria organica e fertilidade do solo, ciclo da agua, controle
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de populagdes, descontaminacdo, biorremediagdo e salde
humana; e ainda os beneficios da biota estdo direta e
indiretamente ligados aos servicos de suporte (VAN DER
PUTTEN; RITZ, 2012).

Devido a ampla fungdo da fauna edéfica nos servicos
ecossistémicos, cada vez mais as preocupagdes em relagdo aos
locais contaminados, ao uso de substancias e praticas de
manejo tem sido voltadas para a protecdo da biodiversidade e
dos servigos ecossistémicos. Por exemplo, a “EU Soil Thematic
Strategy” (EC, 2006) definiu como meta proteger a producao
de alimento e biomassa; capacidade de estocar, filtrar e
transformar nutrientes; proteger a biodiversidade; fonte de
matéria-prima.

Com base nos aspectos apresentados anteriormente,
aliar uso de ferramentas das bases ecotoxicol6gicas com a
avaliacdo das funces e servigcos dos ecossistemas, em especial
os relacionados a fauna edéafica, possibilitam uma abordagem
mais segura de quais os efeitos que podem ser aceitos em
condicdes de despejo de materiais ao solo e a0 meio ambiente

em geral.
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1.5 Formulacgéo do problema e objetivos

Historicamente o dejeto liquido de suinos tem sido
utilizado como fertilizante organico de areas agricolas, devido
principalmente a ser caracterizado como uma fonte barata de
nutrientes para as plantas. Ao longo das Gltimas décadas tem
sido crescente a preocupacdo com a preservacdo dos recursos
naturais que podem ser afetados por essa pratica como é o caso
de solo e recursos hidricos.

Mesmo que ja sejam encontrados resultados que
apontam para a perda de qualidade e eutrofizacdo de aguas,
para 0 acumulo de nutrientes, metais e compostos quimicos nos
solos e ainda para a perda da diversidade biologica nas areas
fertilizadas com dejeto liquido de suinos, muitas respostas e
muito conhecimento ainda precisa ser elucidado acerca da
utilizacdo desse residuo, especialmente ao que se concerne a
alteracdes na biologia dos solos (SEGAT, 2012).

Entender e avaliar como o dejeto liquido de suinos afeta
a fauna edéfica ainda é uma grande lacuna nos trabalhos. Sabe-
se gque a biota do solo pode ser afetada por altas concentracdes
de metais pesados ou pelo residuo de medicamentos
veterinario, mas é necessario conhecer mais sobre os efeitos
negativos do uso do dejeto liquido de suinos (MACCARI,
2014); se é uma resposta da composicdo quimica dos solidos
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OU uma resposta ao aporte momentaneo de muita agua no
sistema soloou ainda entender como o uso desse residuo afeta a
estrutura das comunidades edaficas ao longo deaplicacdes
continuadas em uma escala temporal.

Dentro dessa perspectiva de uso de dejeto liquido de
suinos oobjetivo geral da presente tese foi avaliar os riscos
ambientais da aplicacdo de dejeto liquido de suinos com base
em testes ecotoxicologicos padronizados; avaliar em ensaios
com mesocosmos os efeitos do dejeto liquido de suinos e da
agua adicionada ao sistema, determinando os efeitos na fauna
do solo; propor uma metodologia que permita avaliar o efeito
da continuidade de aplicacdo dos dejetos; e avaliar a resposta
da fauna edafica em areas com e sem historico de uso desse
residuo como fertilizante agricola; também contribuir para o
estabelecimento da capacidade de suporte e normatizagéo de
aplicacdo destes dejetos.

O desenvolvimento deste trabalho prop6s uma inovacao
na abordagem experimental adotada, realizando experimentos
de semi-campo em unidades denominadas Modelos de
Ecossistemas Terrestres (Terrestrial Model Ecosystems —

TMES) permitindo uma visdo mais holistica dos efeitos do uso
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do dejeto liquido de suinos na biota do solo; o conhecimento
gerado sobre a biodiversidade e o uso de DLS no solo podera
fundamentar o adequado manejo dos recursos naturais em
sistemas terrestres de modo a preservar a biodiversidade nos
ecossistemas e também servird de suporte no estabelecimento
de politicas da adubagdo orgéanica levando em conta a
biodiversidade do solo. E ainda, proporcionar beneficios e
novos conhecimentos para a comunidade cientifica e para

melhoria a0 meio ambiente.

1.6 Estrutura da tese
Esta tese foi dividida em sete capitulos, incluindo esta

introducdo geral, os demais estdo apresentados a seguir:

1.6.1 Capitulo 2—Avaliacéo ecotoxicoldgica do dejeto
liquido de suinos para oligochaetas terrestres
Hipotese

O uso de altas doses de dejeto liquido de suinos

influencia negativamente a fauna edafica.

Objetivo
(I) Avaliar a ecotoxicidade intrinseca do dejeto liquido

de suinos, em Cambissolo Haplico eutroférrico e Nitossolo
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Vermelho distroférrico, na reproducdo de organismos do solo
utilizados como indicadores de toxicidade: minhocas da
espécie Eisenia andrei e enquitreideos da espéecie Enchytraeus

crypticus.

Desenvolvimento

No Capitulo 2 estdo apresentados os resultados obtidos
em ensaios laboratoriais avaliando a reproducdo de minhocas e
enquitreideos apresentado valores de CEso para um Cambissolo
Héplico eutroférrico e um Nitossolo Vermelho distroférrico. Os
valores obtidos nesses ensaios foram utilizados para a
conducéo dos experimentos descritos nos Capitulos 5,6 e 7.

1.6.2 Capitulo 3 - Avaliacdo ecotoxicologica do
dejeto liquido de suinos com microartrépodes terrestres
Hipotese

O wuso de dejeto liquido de suinos influencia

negativamente a fauna edafica.

Obijetivo
() Avaliar a ecotoxicidade intrinseca do dejeto liquido

de suinos, em Cambissolo Haplico eutroférrico e Nitossolo
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Vermelho distroférrico, na reprodugdo de organismos
utilizados como indicadores de toxicidade: colémbolos da
espécie Folsomia candida e &caros da especie Hypoaspis

aculeifer.

Desenvolvimento

No Capitulo 3 estdo apresentados os resultados obtidos
em ensaios laboratoriais avaliando a reproducdo de minhocas,
colémbolos, enquitreideos e &caros apresentado valores de
CEso para um Cambissolo Haplico eutroférrico e um Nitossolo
Vermelho distroférrico. Os valores obtidos nesses ensaios
foram utilizados para a conducdo dos experimentos descritos
nos Capitulos 5,6 e 7.
1.6.3 Capitulo 4 - Avaliacdo ecotoxicolégica do dejeto
liquido de suinos na estrutura da comunidade de
nematoides
Hipotese

Altas doses de dejeto liquido de suinos alteram a

estrutura tréfica de nematoides.

Objetivo
(I) Avaliar a ecotoxicidade intrinseca do dejeto liquido

de suinos, em Cambissolo Haplico eutroférrico e Nitossolo
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Vermelho distroférrico, na estrutura dos grupos tréficos de
comunidades nativas de nematoides.

(1) Avaliar a ecotoxicidade intrinseca do dejeto liquido
de suinos, em Cambissolo Haplico eutroférrico e Nitossolo
Vermelho distroférrico, na estrutura das familias de

comunidades nativas de nematoides.

Desenvolvimento

Esse Capitulo foi desenvolvido durante o Programa de
Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) na Universidade de
Coimbra (UC), em uma parceria entre a UC e a Universidade
de Estado de Santa Catarina. A utilizacdo de comunidades
nativas de nematoides é uma abordagem mais recente e
complexa quando comparada com ensaios ecotoxicol6gicos
padronizados e visa integrar ndo s6 os efeitos em uma
determinada espécie, mas correlacionar os resultados com o0s

efeitos na funcionalidade do sistema solo.
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1.6.4Capitulo 5-Efeito de doses de dejeto liquido
suino e da &gua presente no dejeto sobre a fauna edéfica de
solos subtropicais em condicdes de semi-campo
Hipdtese

Os efeitos ecotoxicologicos da aplicacdo de dejeto de
suinos sdo respostas a presenca de contaminantes no dejeto ou
a momentanea aplicacdo de elevada quantidade de agua (dejeto

liquido de suino).

Objetivo
() Determinar o efeito da agua presente no dejeto liquido
de suinos na densidade e diversidade de organismos nativos da

fauna do solo.

Desenvolvimento

Esse capitulo foi desenvolvido em condicdes
laboratoriais utilizando estruturas de solo preservadas com a
comunidade edafica nativa (TMESs). Para a realizacdo desse
experimento utilizou-se um Cambissolo HUmico aluminico e
um Nitossolo Vermelho distroférrico e aplicagdo de trés doses
de dejeto liquido de suinos (20, 50 e 150 m® ha!) estabelecidas
nos experimentos do capitulo 2. O volume de &gua

acrescentado, correspondente as trés doses de dejeto liquido de
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suinos foram aplicadas para entdo avaliar o efeito da adicdo de
agua na comunidade edéfica das areas.

1.6.5Capitulo 6-O efeito da adi¢do continuada do dejeto
liquido de suinos na fauna de solos subtropicais
Hipotese

Utilizar TMEs como ambiente para o desenvolvimento
de testes ecotoxicologicos permite avaliar o efeito da
continuidade de aplicacdo de dejeto liquido de suinos nos
solos;

A aplicacdo continuada/repetida de dejetos liquido de

suinos pode causar alteracdo na comunidade edafica.

Obijetivo

() Estudar o efeito da adi¢do continuada de dejeto liquido
de suinos na densidade e diversidade de organismos da fauna
do solo em mesocosmos. Estudo em condi¢bes de semi-campo

utilizando “Terrestrial Model Ecosystems” — TMEs.

Desenvolvimento
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Para avaliar o efeito da reaplicacdo de DLS as doses
CEsp obtidas nos capitulos 2e 3 tiveram sua aplicacéo repetidas
trés vezes em uma escala temporal de 25 dias. O experimento
foi desenvolvido em condi¢Ges laboratoriais utilizando
estruturas de solo preservadas com a comunidade edéfica
nativa (TMEs). Para a realizagdo desse experimento utilizou-se
um Cambissolo Himico aluminico e um Nitossolo Vermelho

distroférrico.

1.6.6Capitulo 7 - Avaliacdo do efeito da aplicacdo de dejeto
liquido de suinos na fauna edéafica em solos com e sem
histérico de uso de dejeto liquido de suinos
Hipotese

O historico de uso de dejeto liquido de suinos pode
causar uma diminuicdo da diversidade e densidade da fauna do
solo com a presenca de espécies que sejam resistentes a sua

aplicagéo.

Obijetivo

() Avaliar os efeitos da adigdo de dejeto liquido de
suinos na densidade e diversidade de organismos edéaficos
oriundos de solos com e sem histdrico de aplicacdo de dejeto

liquido de suinos.
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Desenvolvimento

Esse experimento foi desenvolvido em situacdo de
semi-campo utilizando TMEs em condicGes laboratoriais. Foi
realizada a comparacdo entre uma area sem uso de dejeto
liquido de suinos e uma &rea com 20 anos de uso desse residuo
como fertilizante agricola, as duas areas estavam sobre
Nitossolo Vermelho distroférricoe possuiam caracteristicas

similares no municipio de Concérdia, SC.
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SECCAO 1. FASE DE ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS
PADRONIZADOS

CAPITULO 2
Avaliacéo ecotoxicoldgica do dejeto liquido de suinos para

oligochaetas terrestres

Resumo

Devido ao potencial do dejeto liquido de suinos (DLS) como
fonte de nutrientes, sua utilizacdo como fertilizante tem sido a
principal alternativa de descarte, mas sua aplicagdo inadequada
pode causar a contaminacao dos solos e efeitos na biota destes
ambientes. Este estudo objetivou avaliar o efeito da aplicacdo
do residuo sobre dois diferentes organismos edaficos, minhocas
(Eisenia andrei) e enquitreideos (Enchytraeus crypticus) para
determinar as concentracdes efetivas (CEso) que causam 50 %
de reducdo na reproducdo, através de testes ecotoxicoldgicos
padronizados. Foram utilizadas amostras da camada superficial
(0 — 0,20 m de profundidade) de dois solos representativos da
regido Oeste catarinense, classificados como Cambissolo
Héplico eutroférrico e Nitossolo Vermelho distroférrico e o
DLS foi coletado diretamente da unidade de producdo de
animais da fase de terminacdo. Os tratamentos consistiram em
diferentes doses de dejeto combinadas com os dois diferentes
solos.O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. Os dados foram
submetidos a ANOVA One-way com comparacdo de médias
pelo teste de Dunnett. Andlises de regressdo ndo-linear foram
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usadas para estabelecer os valores de CEso. Os resultados
mostraram toxicidade do residuo causando reducdo no numero
de individuos jovens com o aumento da dose aplicada para
ambos os solos. The Entisol showed the lowest values of EC50,
112 m? ha! for earthworms and 17.7 m? ha* for enchytraeids
while in Nitosol distroferric the ECso values were> 150 m® ha't
for earthworms and 45 m® h?, showing that the soil
characteristics have influence on toxicity of contaminants. Os
valores de CEso encontrados foram diferentes para cada
organismo o que mostra a importancia de utilizar diferentes
espécies como indicadoras de toxicidade.

Palavras-chave: Ecotoxicologia terrestre; Eisenia
andrei;Enchytraeus crypticus
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Abstract

Because of the potential of liquid pig slurry (PS) as a source of
nutrients, use as fertilizer has been the main alternative
disposal, but its improper application can cause soil
contamination and effects on biota of these environments. This
study aimed to evaluate the residue of application of effect on
two different soil organisms, earthworms (Eisenia andrei) and
enchytraeids (Enchytraeus crypticus) to determine the effective
concentrations (ECso) that cause 50% reduction in reproduction
through standardized ecotoxicological tests. samples of the
surface layer were used (0 - 0.20 m depth) two representative
soils of the Western Santa Catarina region, classified as Entisol
and Nitosol and PS was collected directly from the animal
production unit of the finishing phase. The treatments consisted
of different doses of manure combined with two different soils.
The experiment was conducted in a completely randomized
design with five replications. Data were analyzed by ANOVA
One-way with mean comparison by Dunnett test. Nonlinear
regression analysis was used to establish the ECso values. The
results showed toxicity residue causing a reduction in the
number of juveniles with increasing dose applied to both soils.
The Entisol showed the lower ECso values to the organisms
showing that soil characteristics have a influence on the
toxicity of contaminants. The ECso values were different for
each organism which shows the importance of using different
species as indicators of toxicity.

Keywords: Terrestrial Ecotoxicology; Eisenia andrei;
Enchytraeus crypticus.
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2.1 INTRODUCAO

A ecotoxicologia terrestre € uma ciéncia que objetiva
avaliar e quantificar através de ensaios ecotoxicologicos quais
os efeitos que substancias ou agentes estressores tém sobre a
diversidade e funcionalidade de organismos e populacfes da
fauna edéafica. Os ensaios ecotoxicologicos, por sua vez,
fornecem subsidios para avaliar a qualidade de corpos
receptores e proteger mais adequadamente a qualidade
ambiental, por meio da associacdo das concentracdes de
contaminantes e seu risco ecotoxicologico (VAN GESTEL,
2012).

As metodologias existentes para o desenvolvimento de
ensaios ecotoxicologicos estdo baseadas na utilizacdo de
espécies de organismos edaficos sensiveis a uma ampla gama
de estressores e realizados sob condicbes ambientais
controladas. Os objetivos desta ferramenta sdo obter resultados
de baixa complexidade e baixos custos passiveis de serem
extrapolados para sistemas mais complexos como € o caso de
ecossistemas terrestres.

A importancia da realizagdo dos estudos em organismos
se da pelo conhecimento da contribuicdo da fauna do solo para

0s servigos do ecossistema. Por exemplo, a importancia das
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populacbes de minhocas na decomposicdo da matéria organica
do solo e formacdode agregados e sua influéncia na
disponibilidade de recursos para outras espécies, sendo
considerados engenheiros do ecossistema (LAVELLE; SPAIN,
2001).

As minhocas da espécie E. andrei sdo consideradas
bons indicadores de qualidade do ambiente. Essa espécie é
comprovadamente sensivel a presenca de determinadas
substancias poluidoras do solo e utilizada como padrdo em
testes ecotoxicoldgicos para solos de regibes de clima
temperado (OECD 207, 1984; ISO 17512, 2008) e clima
tropical (ABNT/NBR 15537, 2007). Diversos trabalhos
utilizando E. andrei foram desenvolvidos (VAN GESTEL et al.
2001; NATAL DA LUZ et al. 2011; ONUOHA; WORGU,
2011; DOMINGUEZ-CRESPO et al. 2012; CESAR et al.
2015), porém poucos deles (MURCHIE et al., 2015; SEGAT et
al., 2015) estudaram o impacto de dejetos provenientes da
suinocultura na comunidade de minhocas no solo.

Enquitreideos  foram  propostos para  ensaios
ecotoxicoldgicos por terem uma ampla distribuicdo global e

por estarem presentes em solos onde ndo sdo encontradas



82

significativas comunidades de minhocas (ISO 16387, 2004),
mantendo assim um integrante do grupo dos anelideos nas
avaliacbes de toxicidade. Dentro desse grupo a espécie E.
crypticusé usada como representante deste grupo por sua
relevancia ecoldgica e grande facilidade de manutencdo em
laboratério (NOVAIS et al., 2010; CASTRO-FERREIRA et
al., 2012; CHELINHO et al., 2012; VAN GESTEL, 2012).

O presente trabalho objetivou avaliar os efeitos do uso
de dejeto liquido de suinos nas taxas de reproducdo de E.
andrei eE. crypticusem Cambissolo Haplico eutroferrico e
Nitossolo Vermelho distroférrico, por meio de ensaios

ecotoxicoldgicos padronizados.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostragem do dejeto liquido de suinos

O dejeto liquido de suinos (DLS) utilizado para a
realizacdo dos testes foi coletado diretamente da baia de uma
unidade produtora de animais, na EMBRAPA Suinos e Aves, e
passou por um processo de estabilizacdo quimica por 120 dias
como recomendado pela Comissao de Quimica e Fertilidade do
Solo (CQFRS/SC, 2004).
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A fase de criagdo escolhida foi de terminacdo que se
caracteriza pelo elevado volume de dejeto produzido. O
material coletado foi armazenado em freezer a temperatura de -
4 °C para que ndo sofresse alteracdes em suas caracteristicas
fisico-quimicas (Tabela 2.1).

Tabela 2.1- Pardmetros fisico-quimicos do dejeto de suino da
fase de terminagdo com umidade natural.

Determinacdes Valores
Umidade (%) 82,04
Densidade (g cm?®) 1,08
pH (CaCly) 6,50
Carbono total (%) 7,81
Nitrogénio total (%) 6,79
Fosforo P20s (kg m®) 0,46
Potéssio K20 (kg m®) 9,24
Célcio (kg m®) 3,60
Magnésio (kg m?) 2,73
Cobre (g m®) 27,75
Zinco (g m®) 227,90
Manganés (g m°) 77,37
Ferro (g m°) 309,20

Fonte: producédo do proprio autor, 2016.
A caracterizacdo quimica do DLS foi feita segundo

proposto por van Raij (2001). O percentual de carbono e



84

nitrogénio total foram analisados por combustdo total da
amostra em analisador elementar LECO-CN 2000.

2.2.2 Amostragem dos solos

Foram utilizados dois solos com caracteristicas
diferentes de retencdo de agua, e % de matéria organica do
Cambissolo Haplico eutroférrico (CHe)e Nitossolo Vermelho
distroférrico (NVd), ambos provenientes de sistema de
Integracdo-Lavoura-Pecudria e ndo utilizavam adubacdo com
dejeto liquido de suinos nos ultimos 12 anos. O CHe foi
coletado no municipio de Chapec6 - SC em uma propriedade
de bovinos de leite localizada no bairro Lider (27.068702, -
52.623913); o NVd foi coletado no municipio de Concordia,
SC na unidade da EMBRAPA Suinos e Aves (-27.311710, -
51.990814). Os solos foram coletados na camada de 0 - 20 cm
de profundidade, secos em estufa a 65 °C e tamisados em
peneiras de 2 mm, para separacdo de residuos vegetais e
agregados de solo. Os parametros fisico-quimicos dos solos
estdo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2— Parametros fisico-quimicos dos solos utilizados.
Cambissolo Héplico eutroférrico (CHe), Nitossolo Vermelho
distroférrico (NVd) e Solo Artificial Tropical (SAT).

Determinacdes CHe NVvd SAT
Argila (%) 31,0 330 20,0
Areia (%) 260 35,0 70,0
CcTcC? 115 19,1 77,0
= 24,9 387,5 65,0
pH(H20) 5,6 5,5 6,0

Matéria Organica (%) 1,3 4,7 10,0
Fosforo (mg dm™) 1,2 6,8 28,0
Potéssio (mg dm) 36,0 352,7 0,07
Célcio (mmolc dm®) 17,0 82,0 25,0
l(;/ln?%;lesm (mmolc 100 49,0 9.0

H+Al (mmolc dm™) 87,0 50,0 12,0
Cobre (mg dm™) 127 15,7 0,20
Zinco (mg dm) 78,5 20,0 6,0

Ferro (mg dm) 78,2 201,0 1,9

4 Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0.
b Soma de Bases

*Valor ndo mensurado

Fonte: producédo do proprio autor, 2016.

Como referéncia, foi utilizada uma adaptacdo do solo
artificial recomendado pela 1SO 11268-2 (1998), o Solo
Artificial Tropical (SAT). Este consiste em uma mistura de
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70% de areia industrial (fina), 20% de argila caulinitica, e 10%
de po de casca de coco (seca e peneirada) (GARCIA, 2004).

2.2.3 Testes de reproducéo

Inicialmente as doses de DLS foram estabelecidas com
base na Instru¢cdo Normativa nimero 11 (FATMA, 2000) para
uso de dejeto como fertilizante agricola, que recomenda a
aplicacdo maxima de 50 m® de dejeto de suino ha* ano™. No
entanto, para cada um dos organismos foram utilizadas
diferentes doses, minhocas 0, 50, 100, 150, 200 e 250 m® ha™e
enquitreideos 0, 10, 15, 20, 35, 50 e 100 m® ha, todos os

ensaios foram conduzidos com cinco repeticdes.

Teste com Eisenia andrei

Os organismos utilizados nos testes foram obtidos da
criacdo ja estabelecida no Laboratério de Solos e
Sustentabilidade UDESC-Oeste. A criacdo é mantida de acordo
com diretrizes estabelecidas pela ISO 11268-2 (1998).

Os organismos sdo mantidos em caixas plasticas com
volume de 9 L, nas quais adiciona-se uma mistura de duas
partes de esterco seco (equino) peneirado (2 mm), uma parte de
po de fibra de coco (Amafibra® - Golden Mix, tipo 80) e, 10%

do peso dos dois primeiros de areia fina (granulometria
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90/100). Essa mistura tem, quando necessario, 0 pH corrigido
para faixa entre 6 e 7 com adigdo de CaCO?.

As minhocas usadas nos testes devem obedecer alguns
critérios, como estarem adultas (cliteladas), estrutura similar a
um anel de colora¢do mais clara a qual possibilita a geracdo de
casulos, ter peso corporal entre 250 mg e 600 mg e idade entre
dois meses e um ano de acordo com ISO 11268-2 (1998).

O ensaio de efeito na reproducdo de E. andrei seguiu as
recomendacgdes da ISO 11268-2 (1998). Para tanto, em um
recipiente plastico redondo, como volume de 1 L, foram
acondicionados 500 g de solo (CHe e NVd) com umidade
corrigida para 60% da capacidade maxima de retencdo (CRA)
previamente misturado com respectivas doses de DLS,
formando uma camada de 5 a 7 cm de solo no recipiente. Em
cada uma das unidades experimentais inseriu-se 10 individuos
clitelados, com peso corporal entre 250 e 600 mg.

Os organismos adultos permaneceram por 28 dias nos
recipientes, quando entdo foram retirados. O solo foi
novamente  acondicionado nos  recipientes  plasticos
permanecendo por mais 28 dias, ou seja, 56 dias apds o inicio

do teste.
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Para manutencdo do teste, foi fornecido semanalmente
esterco equino (seco, peneirado e desfaunado) na quantidade de
5 g por recipiente e corrigida a umidade por diferenca de peso
dos recipientes entre as semanas. O ensaio foi conduzido em
ambiente controlado com temperatura de 20 °C + 2, assim
como fotoperiodo de 12h (luz: escuro).

Apbs os 56 dias foram contabilizados osjuvenis
nascidos em cada unidade experimental. Para a realizacdo da
contagem os recipientes foram colocados em banho-maria a
uma temperatura de 60 °C + 5 por uma hora. Com o calor 0s
juvenis de E. andrei sobem a superficie do solo onde entdo

eram capturados e contados.

Teste com Enchytraeus crypticus

Os organismos utilizados nos testes foram obtidos da
criacdo ja estabelecida no Laboratério de Solos e
Sustentabilidade UDESC-Oeste, mantidos em recientes
plasticos com volume de 200mL contento Solo Atrtificial
Tropical. A criagdo é mantida de acordo com diretrizes
estabelecidas pela 1SO 11268-2 (1998). Os organismos
utilizados estavas adultos, ou seja, com clitelo aparente.

O procedimento adotado em testes de reproducdo com
E. crypticus seguiu recomendacdes da ISO 16387 (2004),
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adaptando o tempo de ensaio para 28 dias. Recipientes de
plastico com capacidade de 10 mL receberam 30 g de solo com
umidade corrigida para 60 % da CRA e misturados com as
doses de DLS. Em cada unidade experimental foram colocados
10 individuos com clitelo aparente e alimentados com aveia
fina no inicio dos ensaios e aos 14 dias.

O experimento foi mantido em sala com temperatura de
20 °C + 2 e fotoperiodo de 12 h (luz: escuro) por 28 dias.
Semanalmente os recipientes tiveram a umidade corrigida por
diferenga de peso entre as semanas e foram abertos duas vezes
por semana para aeragao.

Para realizar a avaliacdo dos resultados foram
adicionados 30 mL de alcool absoluto em cada recipiente para
matar os enquitreideos e em seguida adicionou-se cinco gotas
de uma solucdo de Rosa de Bengala (1 % em etanol), para
colorir os organismos e facilitar a contagem. Esta solucédo e o
conteddo dos recipientes foram agitados e homogeneizados.
Apos 48 h as réplicas foram peneiradas a 250 um e realizada a
contagem dos organismos com o auxilio de estereomicroscopio

binocular (40 vezes).
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Validagéo dos ensaios

Os ensaios de reproducdo de E. andrei sdo considerados
validos quando a taxa de letalidade das minhocas adultas nédo
exceder 10% do total de individuos, 0 nimero de juvenis deve
ser > 30 e o coeficiente de variagdo (CV) dos controles devem
ser < 30%. A validacdo dos ensaios com E. crypticus se da
qguando o namero de juvenis por réplica do controle é maior

que 25 e 0 CV é menor que 50 %.

Anélise estatistica

Os dados de reproducdo foram submetidos a anéalise de
variancia (ANOVAOne-way) e realizou-se o teste de Dunnet
(P<0,05) para verificar as diferencas entre os tratamentos e o
controle através do software SAS 9.2. A partir de analises de
regressdo  ndo-linear desenvolvidas com o programa
STATISTICA® 7.0 obteve-se os valores de CEsgpara 0s testes

de reproducao.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O experimento de reproducéo apresentou validacdo nos
solos naturais e no Solo Artificial Tropical para ambos o0s

organimos avaliados.
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A reprodugéo de E. andrei diminuiu com o aumento da
dose de dejeto para os dois solos avaliados. Nos tratamentos
com Cambisso (CHe)a reducdo no nimero medio de juvenis
ocorreu a partir da dose de 100 m® ha™de dejeto suino (Figura
2.1A). No Nitossolo (NVd) a reducdo no nuimero de juvenis
ocorreu somente apartir da dose de 200 m? ha'}(Figura 2.1B).

Os valores de CEsopara E. andrei, calculados através de
modelos de regressdo nio lineares, foram de 112,0 m® ha* (IC.
76,4 — 147,6) em CHe e emNVd ndo foi possivel calcular o
CEso (devido a distribuicdo dos dados), podendo-se apenas
afirmar que é a CEso ocorre em doses superiores a 150 m® hat

de dejeto suino
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Figura 2.1- NUmero médio de de juvenis de Eisenia andrei em
Cambissolo Haplico eutroférrico (A) e Nitossolo Vermelho
distroférrico (B) submetidos a doses crescentes de dejeto
liquido de suinos. *Diferenca estatistica significativa (p<0,05)
ANOVA seguida pelo teste de Dunnett. () Desvio padrao (n =
5).Fonte: producéo do proprio autor, 2016.
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Poucos estudos foram conduzidos para avaliar a
utilizacdo de dejeto liquido de suinos sobre organismos
edaficos ndo-alvo e os resultados encontrados sdo variaveis.
Segat et al. (2015) ndo encontraram efeitos na reproducéo E.
andrei em Latossolo e Argissolo recebendo até 100 m® ha de
DLS e atribuiu esse resultado as melhorias nas condicbes do
ambiente de teste promovidas pelo aporte de matéria organica.
Por outro lado, Maccari (2014)observou o efeito na reproducéo
de E. andrei de com doses crescentes de dejeto de
suinosoriundos de quatro diferentes dietas e obteve valores de
ECso variando entre 22 e 25 m® ha® de DLS em um latossolo
dependendo da dieta avaliada, valores bastante mais baixos aos
encontrados para CHe no presente trabalho (112 m? ha'l).

O efeito do dejeto de suinos tambem foi avaliado por
Coulibaly; Bi (2010), avaliando o efeito de diferentes residuos
da atividade pecuaria, entre eles dejeto de suinos, encontraram
menor numero de casulos produzidos por minhocas Eudrilus
eugeniae quando expostas a dejeto de suinos, chegando esse
namero ser 40 % menor quando comparados com cama de
aves. Gunadi et al. (2003) encontraram menor periodo

reprodutivo, em semanas, e maior tempo para alcancar a
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maturidade sexual de E. fetida com o uso de dejeto de suino
comparado com dejeto bovino.

As diferencas observadas entre os resultados podem ser
devido ao dejeto que € utilizado, pois sua composicdo €
varidvel de acordo com a alimentacdo dos animais, fase,
sistema de criagdo dos animais e forma de tratamento do
material (GONCALVES JUNIOR et al., 2008).

Um dos fatores que pode estar associado a reducdo na
reproducdo das minhocas € a presenca de metais nos dejetos.
Dominguez-Crespo et al. (2012) demostraram que doses de 82
mg kg de Zn e 323 mg kg* de Cu causaram reducgdo de até
quatro vezes no numero de casulos de E. fetida, assim como
aumento no tempo para maturacdo sexual dos individuos.
Pardo et al. (2014) também encontraram inibicdo na taxa de
reproducdo de E. fetida expostas a solos de mina contaminados
com diferentes concentracdes Zn, Cu e Mn. César et al. (2008),
avaliando a transposicdo de metais (que indica efeitos
subletais) de solos contaminados de area de mineracéo para E.
andrei verificaram que o Zn seguido do Cu foram os metais
com maior capacidade de transposi¢cdo para os organismos. No
presente trabalho a concentragéo estimada, na menor dose com
efeito significativo, de Cu e Zn para NVd foi de 1,3 e 11,4 mg
kg™ de solo, respectivamente; ja para CHe foi de 0,65 e 5,7 mg
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kg? de Cu e Zn, respectivamente, valores significativamente
menores que os relatados por Dominguez-Crespo et al. (2012),
porém Onuoha; Worgu (2011) afirmam que a combinacdo de
metais pode ter efeito aditivo na toxicidade quando comparado
com 0s metais puros.

No caso deEnchytraeus crypticusa aplicacdo de dejetos
de suinos também resultou em efeitos negativos sobre a
reproducdo nos dois solos testados. A Figura 2.2A mostra que a
reproducdo emCHe apresentou redu¢es no nimero médio de
juvenis a partir da dose de de 10 m® hal. No NVd (Figura
2.2B) os efeitos do dejeto sobre a reprodugdo foram observados
somente a partir da dose de 35 m® ha®. Os valores de CEso
calculados foram 17,7 m® ha* (IC. 10,8 — 24,5) CHe e 45,0 m®
hade dejeto (1C. 30,1 — 59,8) para NVd.

A dose com significativa toxicidade para enquitreideos
em CHe apresenta concentracdo estimada de 0,065 mg kg™de
Cu e de 0,57 mg kg de Zn. Em NVd a concentragdo foi de
0,24 mg kg de Cu e de 1,99 mg kg™ de Zn, menores que 0s
valores de ECso encontrados por Lock; Janssen (2002) ao
avaliarem a reprodugéo de E. albidus expostos a contaminagéo

de Cu e Zn. Estes autores encontraram valores de CEsp de 305
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mg kg™ de Cu e de 267 mg kg™ de Zn. Posthuma et al. (1997),
entretanto, observaramque a mistura de Zn e Cu pode
apresentar efeito aditivo sobre a reproducdo de E. crypticus.

A toxicidade encontrada para ambos 0Ss organismos
pode ser resposta ao aporte de N no solo via DLS, pois o N é
transformado em NHs; que por sua vez é toxico para
organismos do solo. Kaplan et al. (1980) estudando o efeito de
acetato de amonia em E. fetida encontrou mortalidade destes
organismos. Por sua vez, Gudani et al. (2003) encontraram
mortalidade de 20 a 100 % de E. fetidaquando exposta a altas
taxas de NHs provenientes do dejeto de suino, bem como

menor nimero de casulos produzidos por individuo.
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Figura 2.2— Numero medio de juvenis de Enchytraeus
crypticus em Cambissolo Haplico eutroférrico (A) e Nitossolo
Vermelho distroférrico (B) submetidos a doses crescentes de
dejeto liquido de suinos. *Diferenca estatistica significativa
(p<0,05) ANOVA seguida pelo teste de Dunnett. () Desvio
padrdo (n = 5).Fonte: producéo do préprio autor, 2016.
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Com base nos resultados apresentados também foi
possivel identificar diferentes efeitos para a aplica¢do de DLS
entre os solos, onde os efeitos foram mais pronunciados no
CHe que no NVd para ambos os organismos avaliados. Essas
diferencas podem ser efeito da capacidade do organismo em se
desenvolver sobre determinadas caracteristicas do solo, como
relatado por Amorim et al. (2005) que mostram que a
exposicdo de compostos quimicos em diferentes solos causa
diferentes niveis de toxicidade em enquitreideos.Esse efeito
pode ser encontrado mesmo que E. crypticus seja capaz de se
desenvolver em uma ampla diversidade de solos, que tenham
argila variando entre 1 e 29 %, e conteldo de matéria organica
entre 1,2 e 42 % (KUPERMAN et a., 2006; VAN GESTEL et
al.,, 2011). Lock; Janssen (2001), avaliando seis diferentes
fontes de matéria organica e trés diferentes tipos de argila para
a composicdo de solo artificial OECD, encontraram valores de
CLso variando de 83 a 1140 mg kg de Zn para E. albidus.

Existe uma relacdo direta entre os diferentes contetidos
de argila e a diferente capacidade de adsorcéo de determinados
cations metalicos pelos solos, tornando-os mais ou menos
disponiveis, afetando, desta maneira, a reproducéo de minhocas
e enquitreideos. Tais efeitos foramdemonstrados em diversos

trabalhos, a exemplo de Spurgeon et al. (1994) e Maboeta et al.
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(2008) com Cu; Reinecke et al. (2001) com Zn. Gréaber et al.
(2005) afirmam que a mobilidade e disponibilidade de Cu e Zn
sdo influenciadas pelo teor de argila. Essa mesma conclusdo foi
apresentada por Scherer et al. (2010) no caso especifico da
adicdo de dejeto de suinos no solo. Van Gestel et al. (2011) em
estudo com 10 diferentes solos mostraram que solos com
menor teor de matéria organica e argila apresentaram maior
toxicidade de molibdénio para E. crypticus e E. andrei.

Outra importante caracteristica dos solos que tem
influéncia sobre a disponibilidade dos metais é o conteido de
matéria organica do solo (MOS); Mattias et al. (2010)
avaliaram a disponibilidade e acuimulo de Cu, Zn e Mn em
Latossolo, Luvissolo e Cambissolo de Santa Catarina com
sucessivas aplicacfes de dejeto de suinos e encontraram maior
risco de contaminacdo ambiental em um Cambissolo, e
relacionaram ao seu menor conteddo inicial de matéria
organica. O mesmo fato pode ser constatado com os dados
deste trabalho, onde o CHe que tem menor conteddo de MOS
(Tabela 2.2) mostrou efeito toxicos com menores doses de

DLS, quando comparado ao NVd.
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Além do conteido de MOS e teor de argila nos solos a
CTC tem grande importancia em relacdo a disponibilidade de
metais em solos (LANNO et al., 2004), podendo esse
parametro ser melhor que MOS e argila, pois a CTC indica a
quantidade de sitios disponiveis para adsor¢do dos metais e
nesse parametro inclui-se a MOS, minerais de argila e 6xido-
hidroxidos dos solos (LOCK; JANSSEN, 2001). Em estudo
sobre o efeito de DLS em E. andrei Segat et al. (2015)
encontraram reducdo na reproducdo com doses de 30 m3 ha?
em Neossolo Quartzarénico e associaram ao baixo teor de
matéria organica e contetdo de argila principalmente a baixa
CTC deste solo.

Com os resultados obtidos é possivel afirmar que uso de
dejeto liquido de suinos causou reducdo na reproducdo de E.
andrei nas doses acima de 100 e 200 m® ha* para Cambissolo
Héaplico eutroférrico e Nitossolo Vermelho distroférrico,
respectivamente. Ja E. crypticus mostrou-se bastante mais
sensivel que as minhocas e sua taxa de reproducdo foi
significativamente reduzida com a aplicacio de 10 e 35 m® ha
de dejeto liquido de suinos em Cambissolo Haplico
eutroférrico e Nitossolo Vermelho distroférrico,
respectivamente. E importante destacar também que solos de

diferentes classes texturais apresentam diferentes niveis de
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toxicidade para organismos do solo quando utilizado dejeto

liquido de suinos.

2.4 CONCLUSOES

O uso de dejeto liquido de suinos reduziua taxa de
reproducdo de Eisena andrei e Enchytraeus crypticus.

No Cambissolo Haplico eutroférrico os valores de
CEso(Eisenia andrei = 112,0 m® ha! e Enchytraeus crypticus =
17,7 m® hat)foram menores que os valores de CEso (Eisenia
andrei>150,0 m® ha e Enchytraeus crypticus = 45,0 m® ha
Hpara Nitossolo Vermelho distroférrico, mostrando que os
efeitos da adicdo de dejetos na reproducdodependem da textura
e teor de matéria organica dos solos.

Os valores de CEso obtidos para minhocas sdo maiores
que o volume, de dejeto liquido de suinos, que é permitido
aplicar anualmente, de acordo com a IN 11 da FATMA, porém
os valores de CEsp para enquitreideos sdo menores, ressaltando
a importancia de incluir as respostas biolégicas na elaboragdo

da legislacdo que regulamenta o uso deste res.
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A riqueza de grupos edaficos diminuiu com as
aplicacdes sucessivas de dejeto liquido de suinos para ambos
0s solos avaliados.

Os diferentes valores de CEso obtidos para as diferentes
espécies estudadas reforcam a importancia de utilizar mais de

uma espécie indicadora.
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CAPITULO 3
Avaliacéo ecotoxicoldgica do dejeto liquido de suinos com

microartropodes terrestres.

Resumo

A utilizacdo de dejeto liquido de suinos (DLS) como
fertilizante agricola caracteriza-se por ser a pratica mais
realizada para o descarte deste material e desta forma acaba
sendo uma economica fonte de nutrientes para o solo. No
entanto, a aplicagdo em volumes muito elevados e com grande
frequéncia, deste residuo, pode causar a contaminacdo dos
solos. Este estudo objetivou avaliar o efeito da aplicacdo do
DLS sobre colémbolos (Folsomia candida) e é&caros
(Hypoaspis aculeifer) para determinar as concentracfes
efetivas (CEso) que causam 50 % de reducdo na reproducéo,
através de testes ecotoxicoldgicos padronizados. Foram
utilizadas amostras da camada superficial (0 — 0,20 m de
profundidade) de dois solos representativos da regido Oeste
catarinense,  classificados como  Cambissolo  Haplico
eutroférrico e Nitossolo Vermelho distroférrico e o dejeto
liquido de suinos foi coletado diretamente da unidade de
producdo de animais da fase de terminacdo. O experimento foi
conduzido sob delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeticdes, os tratamentos consistiam em diferentes doses
de dejeto combinadas com os dois diferentes solos. Os dados
foram submetidos a ANOVA One-way com comparagdo de
médias pelo teste de Dunnett e analises de regressdo ndo linear
para estabelecer o0s valores de CEso. Os resultados
evidenciaram toxicidade do residuo através da reducdo no
namero de individuos jovens com o uso de DLS para ambos 0s
solos. Os valores de CEso para colémbolos foram 15,3 e 15,8
m3 ha’ para Cambissolo e Nitossolo, respectivamente e para
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acaros os valores calculados foram 92,5 e 82,6 m® ha, para
Cambissolo e Nitossolo, respectivamente, mostrando que as
caracteristicas do solo tém influéncia sobre a toxicidade dos
contaminantes. Os valores de CEsg encontrados foram
diferentes para cada organismo o que mostra a importancia de
utilizar diferentes espécies como indicadoras de toxicidade.

Palavras-chave: Ecotoxicologia terrestre; Folsomia candida;
Hypoaspis aculeifer.
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Abstract

The wuse of pig slurry (PS) as agricultural fertilizer
characterized by being made more practical to dispose of this
material and thereby ends up being an economic source of
nutrients for the soil. However, application in high volume and
with great frequency, this residue can cause contamination of
the soil. This study aimed to evaluate the application of the
DLS effect on springtails (Folsomia candida) and mites
(Hypoaspis aculeifer) to determine the effective concentrations
(ECso) that cause 50% reduction in reproduction through
standardized ecotoxicological tests. samples of the surface
layer were used (0 - 0.20 m deep) two representative soils of
the Western Santa Catarina region, classified as Entisol and
Nitosol and liquid swine manure was collected directly from
the animal production unit finishing phase. The experiment
was conducted under completely randomized design with five
replicates, the treatments consisted of different doses of
manure combined with two different soils. Data were analyzed
by ANOVA One-way with mean comparison by Dunnett test
and non-linear regression analysis to establish the ECso values.
The results showed residual toxicity by reducing the number of
juveniles with the use of PS for both soils. The ECso values for
springtails were 15.3 and 15.8 m*® ha! for Cambisol and
Nitosol respectively and the calculated values mites were 92.5
and 82.6 m® hal, for Cambisol and Nitosol respectively
showing that the soil characteristics have influence on toxicity
of contaminants. The ECso values were different for each
organism which shows the importance of using different
species as indicators of toxicity.

Keywords: Terrestrial ecotoxicology; Folsomia candida;
Hypoaspis aculeifer.
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3.1 INTRODUCAO

Ensaios ecotoxicologicos lancam mao da utilizacdo de
organismos edaficos sensiveis a uma ampla gama de
estressores e s&o desenvolvidos sob condi¢bes ambientais
controladas e com base em metodologias padronizadas em
diversos paises. Alguns dos organismos padronizados para 0s
ensaios ecotoxicologico mais utilizados mundialmente sdo
colémbolos da espécie Folsomia candida e acaros da espécie
Hypoaspis aculeifer.

O dejeto liquido de suinos é um dos residuos da
producdo animal com maior potencial poluidor dos solos
(GAYA, 2004) e esse € utilizado como fertilizantes na
agricultura. Devido a estes fatores é necessario desenvolver
estudos que mensurem o impacto que sua aplicacdo nos solos
pode causar (SCHERER et al., 2010), em especial a fauna
edéfica.

A ecotoxicologia terrestre, por meio de seus ensaios,
tem sido amplamente utilizada para avaliar efeitos de

contaminantes no solo, dentre tais as matrizes organicas como
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os residuos da producdo animal (SEGAT et al., 2015;
ZORTEA et al., 2015; MACCARI et al., 2016).

Os colémbolos da espécie F. candida sdo considerados
bons indicadores de qualidade do solo por participarem de
importantes papéis como a decomposi¢do da matéria organica e
a ciclagem de nutrientes (BARETTA et al., 2008). Essa espécie
possui protocolos padronizados para realizacdo dos bioensaios
ISO 11267 (1999) e tais organismos tém sido usados em testes
para avaliar efeito ecotoxicoldgicos de lodo da depuragdo da
compostagem de residuos agricolas e dejeto de suinos
(DOMENE., 2007; MACCARI et al., 2016)

Acaros da espécie H. aculeifer sdo predadores de outros
acaros, colémbolos e nematoides e possuem distribuicdo global
(OECD 226, 2008). Sua utilizagdo em ensaios avaliando a
toxicidade de matrizes organicas tem sido relatada em alguns
trabalhos (NATAL-DA-LUZ et al. 2008; CHELINHO et al.
2011; ALVES et al., 2015; CESAR et al., 2015). De acordo
com Fountain; Hopkin (2005) os organismos padronizados
apresentam importantes vantagens para serem usados em testes
ecotoxicolégicos, pois sdo sensiveis a presenca de
contaminantes, faceis de manter em cria¢fes de laboratorio e

tém elevada taxa de reproducdo, devido essas caracteristicas
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eles tém sido usados ha mais de 40 anos como bioindicadores
ecoldgicos.

O presente trabalho objetivou através de ensaios
ecotoxicoldgicos desenvolvidos com colémbolos e acaros
conhecer os efeitos que o uso de dejeto liquido de suinos tem
sobre as taxas de reproducgéo destes organismos representantes
da fauna edafica em Cambissolo Haplico eutroférrico e

Nitossolo Vermelho distroférrico.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostragem do dejeto liquido de suinos

O dejeto liquido de suinos (DLS) foi coletado
diretamente da baia de uma unidade produtora de animais, na
EMBRAPA Suinos e Aves, e passou por um processo de
estabilizacdo quimica por 120 dias como recomendado pela
Comissdo de Quimica e Fertilidade do Solo (CQFRS/SC,
2004). O DLS usado era da fase de terminacdo, que se
caracteriza por produzir elevado volume de dejeto. O material
foi caracterizado segundo a metodologia de van Raij (2001) e 0

percentual de carbono e nitrogénio total do solo foram
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analisados pelo método de combustdo total utilizando o
analisador elementar LECO-CN 2000. Na Tabela 2.1 (capitulo
2) estdo apresentadas as caracteristicas fisico-quimicas do
DLS.

3.2.2 Amostragem dos solos

Os testes foram realizados em Cambissolo Haplico
eutroférrico (CHe)e Nitossolo Vermelho distroférrico (NVd),
ambos sob sistema de Integracdo-Lavoura-Pecuéria. O CHe foi
coletado no municipio de Chapecd, SC em uma propriedade de
bovinos de leite localizada no bairro Lider (27.068702, -
52.623913); o NVd foi coletado no municipio de Concordia,
SC na unidade da EMBRAPA Suinos e Aves (-27.311710, -
51.990814). Os solos foram coletados na camada de 0 - 0,20 m
de profundidade, secos em estufa a 65 °C e tamisados em
peneiras de 2 mm, para separacdo de residuos vegetais e
agregados de solo.

Como referéncia, foi utilizadoSolo Artificial Tropical
(SAT) que consiste emuma adaptacdo do solo artificial
recomendado pela 1SO 11268-2 (1998), composto pela mistura
de 70% de areia industrial (fina), 20% de argila caulinitica, e

10% de pd de casca de coco (seca e peneirada) (GARCIA,
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2004). Os atributos fisico-quimicos dos trés solos estdo
apresentados na Tabela 2.2 (Capitulo anterior).

3.2.3 Testes de reproducéo

Os testes de reproducdo para colémbolos da espécie
Folsomia candida e acaros da espécie Hypoaspis aculeifer
foram desenvolvidos segundorecomendac@es da 1SO e OECD,
que descreve particularidades de cada um dos organismos
quanto ao tempo de exposi¢cdo, volume de solo necessario,
formas de avaliacdo, caracteristicas da criacdo e manutencéao
destes organismos em laborat6rio.Os testes desenvolvidos
ainda seguiram alguns critérios de validacdo de acordo com
diretrizes.

As doses de dejeto de suinos foram baseadas na
recomendacdo da Instrucdo Normativa nimero 11 (FATMA,
2000) para uso de dejeto como fertilizante agricola, que
recomenda a aplicacido maxima de 50 m® de dejeto de suino ha-
L ano™. As doses utilizadas foram 0, 10, 15, 20, 35, 50 e 100 m®
ha e todos os ensaios foram conduzidos com cinco repeticdes.
Os dados de reproducdo foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e realizou-se o teste de Dunnet (P<0,05),
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para verificar as diferengas entre os tratamentos e o controle
através do software SAS 9.2. A partir de anélises de regressdo
ndo linear que foram desenvolvidas com o programa
STATISTICA® 7.0 obteve-se valores de CEso dos testes de
reproducéo.
Folsomia candida

Os exemplares de F. candida utilizados nos testes
foram obtidos de criacdo ja estabelecida no Laboratério de
Solos e Sustentabilidade da UDESC-Oeste, sendo mantidos de
acordo com diretrizes estabelecidas pela 1ISO 11268-2 (1998).

Para o teste de toxicidade cronica de F. candida, as
recomendacdes seguidas foram de acordo com a ISO 11267
(1999). Em recipientes de vidro com altura de 11,5 cm e
diametro de 3,5 cm foram adicionados 30 g de solo com
umidade corrigida para 60% da capacidade maxima de
retencdo de agua (CRA) de agua e com as doses de DLS ja
adicionadas.

Cada unidade experimental recebeu 10 individuos com
idade sincronizada entre 10 e 12 dias e mantidas em ambiente
com temperatura de 20 °C + 2 e fotoperiodo de 12:12 (luz:
escuro). No inicio do teste e apds 14 dias decorridos, 0s

organismos foram alimentados com fermento biologico.
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Semanalmente os recipientes foram abertos para promover a
aeracdo e foi corrigida a umidade do solo por diferencga de peso
dos recipientes.

Ap0s 28 dias do inicio do teste foi realizada a contagem
do nimero de individuos jovens gerados. Para tanto adicionou-
se agua e tinta preta (para caneta esferografica) aos recipientes.
Por flutuacdo e com o contraste da tinta com 0s organismos
foipossivel fotografar as amostras e com auxilio do programa
computacional ImageTool (University of Texas Health Science
Center, 2002) realizou-se a contagem.

Hypoaspis aculeifer

Os organismos utilizados nos testes foram obtidos de
criacdo ja estabelecida no Laboratério de Ecologia e
Ecotoxicologia de Solos do Departamento de Ciéncias da vida,
sendo mantidos de acordo com diretrizes estabelecidas pela
OECD 226 (2008).

A reproducdo de &caros foi avaliada com base nas
referéncias da OECD 226 (2008), onde em recipientes de vidro
com altura de 7 cm e didmetro de 3,5 cm foram adicionadas 20

g de solo contaminado com DLS e com umidade corrigida para
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60 % da CRA nos quais foram adicionadas 10 fémeas de
acaros com idade entre 28 e 35 dias. Os organismos foram
alimentados com acaros “cheese mites” no inicio do teste e
duas vezes por semana durante a conducdo do
ensaio.Semanalmente os frascos foram abertos para aeracdo e
tiveram a perda de agua corrigida. O ensaio foi mantido em
camara de crescimento com temperatura de 20 °C + 2 e no
escuro por 14 dias.

A desmontagem do ensaio foi realizada no 14 ° dia apds
a montagem do teste.Para tanto as réplicas do experimento
foram colocadas em um extrator MacFadyen usando um ciclo
de temperaturas crescentes (12ha25°C,12ha35°Ce24ha
45 °C). Os organismos extraidos foram fixados em alcool 70 %

e contados com auxilio de um microscépio estereoscopico.

Validacgado dos ensaios

Para o ensaio ser validado a taxa de letalidade para F.
candida adultos ndo pode exceder 20% do total de individuos,
0 numero de juvenis deve ser > 200 individuos, e 0 CV deve
ser < 30%, para os controles, segundo instrucGes da 1ISO 11267
(1999). No caso de H. aculeifer a mortalidade ndo pode
ultrapassar 80 %, o numero de juvenis por réplica do controle
deve ser >50 e 0 CV ser <30 % (OECD 226, 2008).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de reproducéo para colémbolos
em CHe (Figura 3.1A) mostraram efeitos significativos a partir
da dose 20 m® hae para NVd (Figura 3.1B) a partir da dose de
35 m® ha't mostrando que o uso de DLS causa efeitos negativos
na taxa de reproducdo dos organismos. Os valores de CEso
calculados para colémbolos foram 15,3 m® ha' (IC. 14,3 —
16,4) para CHe e 15,8 m® ha (1C. 12,7 — 18,9) para NVd.

Os resultados encontrados para &caros mostram que
também houve toxicidade do residuo, resultando em reducéo
na taxa reprodutiva em ambos os solos avaliados. Para CHe 0s
efeitos de toxicidade foram observados a partir da dose de 20
m? ha(Figura 3.2A), noentanto, o valor de CEso calculado
(92,5 m® hal- IC = 73 - 112 m? ha'!) apontou menor toxicidade
guando comparado com o0s resultados encontrados para
colémbolos (15,3 m® ha! — IC = 14,3 — 16,4). No NVd foram
observados efeitos a partir da dose de 35 m® ha' e 0o CEso
calculado foi de 82,6 m* ha* (IC = 65,3 — 99,9 m® ha') (Figura
3.2B).
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Figura 3.1- Numero médio de juvenis de Folsomia candida em
Cambissolo Haplico eutroférrico (A) e Nitossolo Vermelho
distroférrico (B) submetidos a doses crescentes de dejeto
liquido de suinos. *Diferenga estatistica significativa (p<0,05)
ANOVA seguida pelo teste de Dunnett. () Desvio padrdo (n =
5).Fonte: producgéo do proprio autor, 2016.
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Figura 3.2— NUumero médio de juvenis de Hypoaspis aculeifer
em Cambissolo Haplico eutroférrico (A) e Nitossolo Vermelho
distroférrico (B) submetidos a doses crescentes de dejeto
liquido de suinos. *Diferenca estatistica significativa (p<0,05)
ANOVA seguida pelo teste de Dunnett. () Desvio padrdo (n =
5).Fonte: producgéo do proprio autor, 2016.



124

Avaliagbes do efeito de matrizes organicas sobre o
desempenho reprodutivo de colémbolos tém sido realizadas em
outros trabalhos, porém poucas delas tém o objetivo de avaliar
o efeito de DLS. Os trabalhos que apresentam avaliagdes do
DLS apontam para efeitos negativos do uso desse residuo para
as populacdes de colémbolos. Domene et al. (2007) avaliaram
a toxicidade de sete diferentes residuos organicos adicionados
ao solo OECD, dentre estes o dejeto de suinos foi o que
apresentou maior efeito negativo sobre a reproducdo de F.
candida. O valor de CEspobservado foi de 24 g de residuo por
kg de solo. No presente estudo os valores calculados de
CEsoforam equivalentes a 8,4 e 8,7 g de residuos por kg de solo
para CHe e NVd, respectivamente. Martin; Stanislav (2010)
também observaram reducGes na taxa reprodutiva de
colémbolos apds a aplicacdo de dejeto de suinos em solo
artificial. Recentemente, Huguier et al. (2015) realizaram uma
revisdo bibliogréfica sobre o uso de &caros em ensaios
ecotoxicolégicos onde ndo foram encontrados estudos com uso
de H. aculeifer e residuos organicos.

Considerando que o DLS usado contém elevados teores
de Zn e Cu, os resultados podem estar relacionadosa presenca
destes metais. Efeitos de metais pesados em colémbolos foram
relatados na literatura (CROMMENTUIJN et al., 1993,
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SCOTT-FORDSMAND et al., 1997; FILSER; LANG, 2000).
No entanto, os efeitos da toxicidade de metais em colémbolos
ainda sao bastante discrepantes e dependentes da forma como
0S metais sdo aplicados ao solo. Fountain; Hopkins (2004)
encontraram correlacdo negativa no nimero de juvenis de F.
candida gerados apdsquatro semanas de exposic¢ao a solo com
a presenca de Zn.A avaliacdo da toxicidade de um sal de Zn
(Cl2zn) em F. candida feita por Smit; Van Gestel (1996)
apontou valores de CEso de 185 e 348 nug de Zn g para dois
diferentes solos artificiais. J& Van Gestel; Hensbergen (1997)
encontraram valores de 626 pg de Zn g de solo artificial.
Vijver et al. (2001) testando o acimulo de metais, dentre eles
Zn, em F. candida, e observaram tendéncia de reducdo na
reproducéo destes organismos com 9,1 mmol de Zn g de solo
OECD, mas ndo encontraram efeitos da exposicdo dos
organismos ao Cu, e afirmaram que o0 mecanismo de
homeostase desses organismos, para Cu, tem elevada
capacidade de manter as concentragdes corporais em niveis que
ndo causem efeitos significativos.

Estudos avaliando o desempenho de acaros expostos a

metais apontam que tais contaminantes também exercem
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efeitos negativos sobre tais populacfes. Krogh; Axelsen (1998)
encontraram efeitos em &caros H. aculeifer em concentragdes
de CuCl, de 674 mg kg Na literatura sdo encontrados
resultados do efeito do Cu em outras espécies de acaros como
para a espécie de Platynothrus peltifer o CEsp foi 112 mg kg
(VAN GESTEL; DOORNEKAMP, 1998); Oppia nitens em
ensaios de reproducio o CEsp estimado foi de 3,59 mg kg* de
CuSOs e 1,97 mg kg! de ZnSO, (OWOIJORI et al., 2011).
Porém, de acordo com Huguier et al. (2015) &caros podem ser
mais tolerantes a presenca de metais no meio uma vez que
esses podem ser depositados na cuticula e entdo eliminados
qguando ocorre a muda nas fases juvenis até que o0 organismo se
torne adulto.

Redugbes no desempenho reprodutivo de F. candida
podem ser resposta as alteracGes na taxa de alimenta¢do. Em
trabalho avaliando a inibicdo no consumo de alimento pelos
individuos, foram encontrados resultados que mostravam
reducdo de 72 % no consumo de alimento com adigédo de 1 g de
dejeto de suino térmicamente tratado por kg de solo, e que essa
inibicdo foi maior com aumento das doses de dejeto aplicada.
Os autores correlacionaram a letalidade e perda de potencial
reprodutivo a restricdo na alimentacdo que o residuo causou
(DOMENE et al., 2007). De acordo com Domene et al. (2011),
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populagdes microbianas sdo importantes para determinar o
comportamento de colémbolos, visto que esses organismos se
alimentam de microrganismos. Aumento na populacdo
microbiana pode ter sido causado pela adicdo de DLS, no
entanto esses parametros ndo foram avaliados nesse trabalho.
Considerando que o DLS é uma importante fonte de N e
qgue oscompostos derivados de N sdo tdxicos a espécie F.
candida, especialmente o NH.*, os efeitos negativos
observados podem estar relacionados ao acumulo desses
compostos dentro dos recipientes utilizados no teste, mesmo
que esses tenham sido abertos duas vezes por semana para
permitir a troca de ar com o ambiente. Domene et al. (2011),
avaliando 19 diferentes solos naturais, encontraram menores
desempenhos reprodutivos nos solos associado a presenca de
maiores concentracbes de N total. Esse mesmo efeito foi
relatado por Maccari et al. (2016) onde os autores associaram a
menor taxa reprodutiva de F. candida ao aumento de N total
promovido pela aplicacdo de dejeto de suinos em um Neossolo.
Baseado na proximidade dos valores de CEsp, para
ambos os solos, é possivel perceber que a reproducdo de

colémbolos e 4&caros foi pouco influenciada pelas
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caracteristicas fisicas do solo (teor de argila, MOS e CTC) o
que estd em conformidade com os dados apresentados por
Domene et al. (2011) que afirmam que a espécieF. candidaé
pouco sensiveis as caracteristicas do solo, assim como Huguier
et al. (2015) que afirmam caracteristica dos solos como textura
e teor de MOS néo tem grande influéncia sobre os efeitos na
reproducdo de acaros H. aculeifer. Portanto, essas sdo boas

espeécies a serem utilizadas em ensaios com solo naturais.

3.4 CONCLUSOES

O uso de dejeto liquido de suinos causou reducdo na
reproducédo de Folsomia candida e Hypoaspis aculeifer a partir
das doses de 20 m® ha no Cambissolo Haplico eutrdfico e a
partir da dose de 35 m® ha! para Nitossolo Vermelho
distrofico.

Os valores de CEso do Cambissolo Haplico eutroférrico
e Nitossolo Vermelho distroférrico para 0 mesmo organismo
foram muito similares mostrando que as caracteristicas fisico-

quimicas dos solos ndo influenciamos resultados obtidos.
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Os diferentes valores de CEso obtidos para as diferentes
espécies estudados reforcam a importéncia de utilizar mais de

uma espécie indicadora.
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CAPITULO 4
Avaliacéo ecotoxicoldgica do dejeto liquido de suinos na

estrutura da comunidade de nematoides

Resumo

A utilizagdo de comunidades nativas de nematoides em ensaios
ecotoxicolégicos é capaz de fornecer respostas importantes e
mais realistas sobre o efeito da adicdo de dejetos liquidos de
suinos (DLS) ao solo, uma vez que esses o0rganismos
desempenham papel chave em diferentes niveis tréficos e ainda
sdo capazes de indicar alteracdes nas condi¢bes ambientais. O
presente trabalho objetivou avaliar o efeito do DLS na
composicdo de familias e grupos troficos de nematoides. As
doses 0, 50, 100, 150, 200 e 250 m® ha* de dejeto liquido de
suinos da fase de terminacdo foram aplicadas em dois solos
naturais Cambissolo Haplico eutroférrico e Nitossolo
Vermelho distroférrio; um solo natural de Portugal foi utilizado
como referéncia e para realizar a extracdo da comunidade de
nematoides, o ensaio foi montado sobre delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Avaliou-se na
composicao de familias e grupos troficos de nematoides através
de ANOVA One-way e comparacdo de médias pelo teste de
Dunnett, analise de ANOSIM e SIMPER para identificar quais
familias e grupos foram mais responsaveis pelas diferencas
entre as doses avaliadas. A aplicacdo de dejeto liquido de
suinos alterou a abundéncia total de nematoides com redugéo
deste no Cambissolo Haplico eutroférrico e aumento no
Nitossolo Vermelho distroférrico; em ambos o0s solos
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estudados a composicdo das familias foi alterada com
significativa redugdo na abundancia dos bacteriofagos da
familiaRhabditidae e a representatividade dos grupos tréficos
apenas foi afetada em Cambissolo Haplico eutroférrico no qual
0 grupo de bacteriofagos aumentou em todas as doses quando
em comparagéo ao controle. A combinagdo das metodologias,
classificacdo taxonémica e por grupo trofico, apresenta
resultados mais realistas dos efeitos toxicos e também que
comunidades nativas de nematoides podem ser utilizadas com
bioindicadoras de compostos toxicos em solos naturais.

Palavras-chave: dejeto liquido de suinos, ecotoxicologia,

familias, grupos tréficos, nematoides.
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Abstract

The use of native nematode communities ecotoxicological tests
is capable of providing important and most realistic responses
on the effect of addition of pig slurry (PS) to the ground, since
these organisms play a key role in different trophic levels and
are still can indicate changes in environmental conditions. This
study aimed to evaluate the effect of PS in the composition of
families and trophic groups of nematodes. Doses 0, 50, 100,
150, 200 and 250 m3 ha* liquid manure termination phase pigs
were applied in two natural soils Entisol and Nitosol; a natural
soil of Portugal was used as a reference and to perform the
extraction of nematodes community, the test was mounted on a
completely randomized design with four replications. We
evaluated the composition of families and trophic groups of
nematodes by ANOVA One-way and comparison of means by
Dunnett test, ANOSIM and SIMPER analysis to identify which
families and groups were most responsible for the differences
between the doses. The application of liquid swine manure
changed the total abundance of nematodes with this reduction
in Entisol and Nitosol; in both soils studied the household
composition has changed with a significant reduction in the
abundance of family bacteriophages Rhabditidae and
representativeness of trophic groups was only affected in
Entisol in which the bacteriophages group increased at all
doses when compared to the control. The combination of
methodologies, taxonomic classification and trophic groups,
provides more realistic results of the toxic effects and also that
native nematode communities can be used with bioindicator of
toxic compounds in natural soil.
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4.1 INTRODUCAO

A ampla maioria dos ensaios de toxicidade
padronizados com invertebrados do solo se concentram em
avaliar os efeitos de produtos quimicos ou residuos em uma
espécie por vez e em condicBes laboratoriais. Mesmo sendo a
ecotoxicologia, importante para prever e mensurar os efeitos de
contaminantes, ainda é preciso realizar avaliagdes em um
ajuste mais realista, utilizando metodologias que permitam
avaliar efeitos em comunidades edéaficas e em ambientais mais
proximos dos ecossistemas naturais. Associada a utilizagdo de
organismos padronizados tem crescido o numero de trabalhos
que avaliam alteracdes na comunidade nativa de grupos
especificos da fauna edafica como, minhocas (MURCHIE et
al., 2015), formigas (CHEN et al., 2011; WIESCHER et al.,
2012), colémbolos (FRAMPTON et al., 2000; ALVAREZ et
al., 2001; CHELINHO et al., 2014) e nematoides (CHELINHO
et al., 2011). Essa abordagem visa encontrar respostas mais
completas e realistas, aliando as vantagens de trabalhar com

comunidades edéaficas em condi¢des laboratoriais.
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Conhecer as alteracdes na estrutura das comunidades de
nematoides torna-se uma eficiente ferramenta devido o
importante papel chave em diferentes niveis troficos ocupados
por esse grupo de organismos, e ainda por serem capazes de
indicar alteracbes nas condi¢bes ambientais (ZHAO et al.,
2013). No solo, a utilizagdo de nematoides, um grupo sensivel
as contaminacGes quimicas, pode aumentar a precisdo das
previsdes sobre as respostas da comunidade (SOCHOVA et al.,
2006). Sua estrutura corporal formada por membranas e seus
habitos de vida na &gua intersticial do solo permitem que sejam
avaliados os efeitos de contaminantes soluveis em &gua
(SOCHOVA et al., 2006).

Muitos dos nematoides habitam a agua intersticial do
solo e tem sua funcdo, principalmente, associada ao controle da
populacdo da microbiota e a mineralizacdo de nutrientes
(LAVELLE, 1997). Esse € o grupo de invertebrados mais
abundantes no solo e em sua maioria sdo de vida livre e
classificados  como bacteriéfagos, fungivoros  ou
predadores/omnivoros, mas também séo encontradas espécies
que sdo parasitas de plantas (fitoparasitas) e animais
(KLEYNHANS, 1999).

A classificacdo dessas comunidades em duas distintas

abordagens, grupo trofico e taxondmica, foi utilizada por
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Chelinho et al. (2011) com objetivo tornar as respostas mais
completas, aliando resultados de estrutura e funcionalidade da
comunidade de nematoides.

A classificacdo com base nos habitos alimentares dos
nematoides, ou seja, em grupos troficos, tem sido usada em
alguns trabalhos (GILREATH et al., 2004; ZHAO et al., 2013;
CHELINHO et al., 2011) e essa classificacdo é permitida por
esse grupo possuir um sistema digestivo completo que consiste
em estoma, esofago, intestino, reto e anus e pelas diferentes
estruturas dos aparatos bucais diretamente relacionadas aos
habitos alimentares (COLEMAN; WALL, 2007). A
classificacdo taxonémica classica separa 0S organismos ao
nivel de familiacom base nas caracteristicas morfologicas dos
organismos com foco em fitoparasitas de interesse agricola,
entretanto, a sua utilizagdo para nematoides de vida-livre tem
crescido cada vez mais (MULDER et al., 2005).

Uma das vantagens de estudar os nematoides ao nivel
de comunidade é que essa metodologia permite implicitamente
contabilizar os efeitos indiretos dos poluentes ja que a
disponibilidade de alimento e as interacGes competitivas entre

as espécies e o ambiente abidtico podem sofrer alteracdes



142

causada por poluentes, afetando de forma indireta a
comunidade (KORTHALS et al., 1996). Além disso, ainda s&o
encontrados poucos trabalhos na literatura que utilizam essa
metodologia e nenhum destes teve por objetivo avaliar o efeito
de uma matriz organica como o dejeto liquido de suinos.

Com base na avaliagdo de comunidades nativas e
associando técnicas de classificacdo por estrutura tréfica e
taxonomia classica de nematoides, esse trabalho objetiva
compreender melhor as alteracbes que o dejeto liquido de
suinos pode causar sobre a estrutura de comunidades de
nematoides, além da diversidade e abundancia, em dois solos

subtropicais.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostragem do dejeto liquido de suinos

O dejeto liquido de suinos (DLS) utilizado para a
realizacdo dos ensaios com comunidades nativas de
nematoides, foi coletado diretamente da baia de uma unidade
produtora de animais da fase de terminacdo, na EMBRAPA
Suinos e Aves em Concordia, SC. Da coleta até utilizacéo, o
DLS foi mantido congelado (-4 °C) para preservar sua
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composi¢do quimica. A caracterizacao fisica e quimica do DLS
foi feita segundo a metodologia de van Raij (2001) e o
percentual de carbono e nitrogénio total do solo foram
analisados pelo método de combustdo total utilizando o
analisador elementar LECO-CN 2000 (Tabela 2.1 Capitulo 2).

4.2.2 Amostragem dos solos

Amostras deum Cambissolo Haplico eutroférrico (CHe)
e de um Nitossolo Vermelho distroférrico (NVd),em sistema de
Integracdo-Lavoura-Pecuéria,foram coletadas da camada de O-
0,20 m de profundidadepara uso na conducdo do ensaio
laboratorial com DLS. OCambissolo Haplico eutroférrico
(CHe) foi coletado no municipio de Chapecd, SC em uma
propriedade de bovinos de leite localizada no bairro Lider
(27.068702, -52.623913); e o Nitossolo Vermelho distroférrico
(NVd) no municipio de Concordia, SC na unidade da
EMBRAPA Suinos e Aves (-27.311710, -51.990814). Apds
coletados, os solos foram secos em estufa a 65 °C e tamisados
em peneiras de 2 mm, para separacdo de residuos vegetais e
agregados de solo. Os atributos fisico-quimicos dos solos sdo

apresentados na Tabela 2.2 (Capitulo 2).
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Um solo de referéncia (SR) foi selecionado e coletado
na profundidade de 0,10 m de uma é&rea agricola situada em
Carapinheira - Coimbra, Portugal (40.209528, -8.657913), sem
historico de uso de pesticidas ou fertilizante agricola. Parte do
SR foi utilizado para extrair a microfauna a ser usada nos testes
de laboratério (Item 4.2.3). As caracteristicas fisico-quimicas
deste solo eram pH (H20) de 6,8, Matéria Organica 2,9%,
Nitrogenio total 0,15%, CTC 10,4 (Meq/100g) e argila 9,4%
(CHELINHO et al., 2011). A escolha deste solo foi
determinada pelo prévio conhecimento da comunidade base de
nematoides desta area (CHELINHO et al., 2011), uma vez que
ndo ha chaves para identificacdo para a maior parte dos
nematoides encontrados no globo terrestre.

Para desfaunar os solos utilizados no ensaio (CHe, NVvd
e SR) esses foram submetidos a trés ciclos de congelamento
(24 h) e secagem em estufa a 65 °C (24 h). Esse processo é

feito para eliminar a fauna existente nas amostras de solo.

4.2.3 Incubagéo da microfauna

A incubacdo da microfauna foi feita para garantir que
houvesse alimento para grupos especificos de nematoides
(bacteriofagos e fungivoros). Para que fosse possivel o

reestabelecimento da microbiota esse procedimento foi
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realizado nos solos desfaunados sete dias antes da montagem
do ensaio.

A extracdo da microbiota foi realizada em 1000 g de
solo SR diluido em 2000 mL de agua. A solucdo foi agitada e
posteriormente centrifugada 2 vezes durante 5 min a uma
velocidade de 600 G (VIKETOFT, 2008). O sobrenadante foi
peneirado a 20 pm, para reter 0s nematoides e entdo misturado
aos solos utilizados no ensaio na proporcdo de 7 % dessa
suspensdo. Depois de realizada a incubacdo os solos foram
mantidos a 20 °C durante sete dias.

4.2.4 Teste comcomunidade de nematoides

Em recipientes de vidro com capacidade para 100 mL,
foram adicionadas 30 g de solo (CHe e NVd) previamente
contaminado com DLS correspondendo as doses de 0, 50, 100,
150, 200 e 250 m® ha!, sendo a umidade corrigida para 55 %
da CRA. Foram utilizadas quatro réplicaspara cada tratamento
com solos subtropicaise seis réplicas do SR.

O SR foi utilizado como controle positivo no ensaio,

uma vez que ndo séo conhecidos os efeitos da inoculagdodos
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nematoides oriundo de um solo de Portugal em solos
subtropicais brasileiros.

Ap0s pesado o solo nos recipientes de teste procedeu-se
a inoculacdo dos organismos. Para isto, 1 mL da suspensédo de
nematoides (Item 4.2.4), contendo entre 250 e 350 organismos,
foi adicionada em cada uma das réplicas. Durante a incubacdo
das réplicas foram retiradas, aleatoriamente, oito amostras da
suspensdo para realizar a contagem e caracterizacdo da
comunidade inicial. O ensaio foi mantido durante 14 dias em
sala com temperatura controlada de 20 °C + 2. Apds esse
periodo, o conteddo dos recipientes foi acondicionado em
papel toalha e realizou-se a extracdo dos organismos conforme
descrito no Item 4.2.4. Os organismos extraidos foram
mantidos em &gua a 4 °Caté a contagem e identificacdo dos

nematoides.
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Figura 4.1- Extracdo de nematoides de comunidades nativas.
Extratores (A); Detalhes do solo envolto por papel toalha sobre
tela (B).Fonte: produgdo do proprio autor, 2016.

4.2.5 Extracdo de nematoides — comunidade nativa

A extragdo das comunidades nativas de nematoides do
SRseqguiu 0 descrito por Abrantes et al. (1976). Para tanto
foram acondicionados em papel toalha 300 g de solo fresco,
formando um “envelope” que foi colocado sobre uma tela
dentro de um recipiente e parcialmente emergido em agua
durante 48 h (Figura 4.1). Para obter o nimero necessario de
organismos foram montados 30 extratores. Apos esse periodo a
agua do recipiente foi passada por uma peneira de 20 um para
reter os nematoides. Os organismos coletados na peneira foram
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transferidos para um Becker com 100 mL de &gua. Para a
quantificacdo dos nematoides extraidos, foi feita a contagem do

numero de organismos por mL dessa suspensdo (n = 3).

4.2.6 Contagem e identificacdo

A contagem do numero total de nematoidesfoi feita
transferindo a amostra em agua para uma placa de Doncaster.
Ao inicio da contagem dos organismos foi realizada a
identificacdo ao nivel de familia dos 100 primeiros nematoides
encontrados. A classificacdo por grupo trofico também foi feita
para 0s mesmos 100 organismos classificados em familias. A
extrapolacdo das familias e grupos troficos foi feita para a
amostra toda (CHELINHO et al., 2011).

A contagem e identificacdo foram feitas em um
microscopio invertido com aumento de 100 e 200 vezes. A
classificacdo das familias foi realizadaconforme Goodey
(1963) e, adicionalmente foi utilizada uma chave interativa
elaborada por Tarjan et al (1977), disponivel em
<http://nematode.unl.edu/key/nemakey.htm>. Para a
classificacdo por nivel trofico os nematoides foram separados
em bacteriéfagos (BC), fungivoros (FV), fitoparasitas (FT) e
predadores/onivoros (PO) de acordo com Yeates et al. (1993).
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4.2.7 Anélise estatistica

Os dados de abundancia total (nimero total de
organimos recuperados por réplica), abundanciapor grupo
trofico e nimero de familias de cada solo foram submetidos a
ANOVA One-way e as médias comparadas pelo teste de
Dunnett a 5 % de significancia. A mesma abordagem foi
utilizada para verificar se houve efeitos da incubacdo dos
nematoides no solo SR, através da comparacdo da comunidade
inicial vs os dados do SR. E ainda para verificar se ocorreu
efeito da incubacdo de nematoides oriundos de SR nos solos
CHe e NVd, por meio da comparacdo dos resultados de SR
com cada um dos solos subtropicais brasileiros. Os testes
estatisticos foram realizados com auxilio do programa
estatistico Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

Adicionalmente utilizou-se analise de similaridade
(ANOSIM) para verificar diferencas na estrutura da
comunidade, comparando a estrutura de grupos troficos e a
composigdo das familias nas doses de DLS testadas em relagdo
ao controle. Para os casos onde ocorreram diferengas na
estrutura da comunidade de nematoides utilizou-se analise de

similaridade de porcentagens (SIMPER) para identificar quais
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familias ou grupos troficos mais contribuiram para as
diferengas encontradas. Tais analises foram desenvolvidas no
software Primer versdo 5.0 (CLARKE; GORLEY, 2001).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao da comunidade inicial

A comunidade de nematoides inoculada no inicio do
teste era composta por 14 familias divididas em quatro grupos
troficos.Essa comunidade inicial era predominantemente
composta por nematoides fitoparasitas(51,7 %), seguidos de
nematoides bacteridéfagos (33,7%), conforme apresentado na
Tabela 4.1.

Os resultados da comparacdo dos dados de abundéncia
total, abundancia por grupo tréfico e nimero de familias entre
a comunidade inicial e os resultados do SR né&o apresentaram
diferenca estatistica (P>0,05), mostrando que ndo ocorreu
efeito da incubag&o em laboratorio (Tabela 4.2).
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Tabela 4.1- Composicdo e abundancia relativa da comunidade
inicial de nematoides oriundas de solo de Coimbra, Portugal.
Médias + desvio padrao.

Abundancia relativa

GT*/ Familia (%)
Bacteriofagos (BC) 33,7
Panagrolamidae 19,3+3,0
Rhabditidae 142 +44
Plectidae 1,0+0,0
Fitoparasitas (FT) 51,7
Hoplolaimidae 31,6+6,4
Thylenchidae 11,9+4.2
Pratylenchidae 53+2,0
Longidoridae 25+21
Criconematidae 30+14
Predadores/Onivoros (PO) 7,1
Dorylamidae 46+15
Mononchidae 2,3+0,8
Thricodoridae 1,3+0,6
Fungivoros (FG) 7,3
Diphtherophoridae 51+24
Apelenchidae 34+21
Apelenchoididae 1,0+0,0

* GT = Grupo tréfico

Fonte: producédo do proprio autor, 2016.
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Tabela 4.2— Numero de familias, abundancia total (Abund.) e
abundancia dos grupos troficos bacteriofago (BC), fitoparasitas
(FT), predadores/onivoros (PO) e fungivoros (FG).Meédia +
desvio padréo.

N°de  \pund. BC FT PO FG
familias

on 102% 2738+ 20+ 1423 194+ 202+

15 22,2 119 +222 68 97

s 93% 342+ 1773 1287 201+ 72+

05 319  +324 +214 62 64

1Comunidade inicial
2Comunidade do solo de referéncia
Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

Comparacéo dos controles

A eficiéncia de inoculacdo de nematoides oriundos de
solo de Portugal em testes com os solos brasileiros foi avaliada
por meio da comparacdo direta entre os tratamentos controle
dos solos CHe e NVd e o controle do SR, para as variaveis
nimero total de nematoides, nimero por grupo tréfico e
namero de familias.

A abundancia total de nematoides diferiram entre os
controles dos solos brasileiros em relagéo ao SR (Tabela 4.3),
sendo as reducdes da ordem de 49,1 e 26,7 % para CHe e NVd,
respectivamente. Reducgfes também foram observadas para

abundancia dentro dos grupos tréficos BC para o CHe e para o
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grupo FT em ambos os solos.Essas redugdes, no entanto, ndo
interferiram nos resultados dos testes de efeito de doses de
DSL, garantindo um grande nimero de organismos. Isso indica
uma adaptacdo das comunidades de nematoides iniciais
inoculadas em solos de diferente procedéncia e que isso é
passivel de ser realizado neste tipo de teste.

Tabela 4.3— Numero de familias, abundéncia total (Abund.) e
abundancia dos grupos troficos bacteridéfago (BC), fitoparasitas
(FT), predadores/onivoros (PO) e fungivoros (FG), entre os
solos avaliados e o solo de referéncia.Média + desvio padréo.

N° de
familia Abund. BC FT PO FG
S
SR1 93+ 3342+ 1773+ 123,77+ 20,1+ 72+
0,5 31,9 32,4 21,4 6,2 6,4
CHe? 88+ 1698+ 724+ 699+ 253+ 22+
1,3 31,6* 143* 13,6 159 3,4
NV 9,0+ 2450+ 163,8+ 543+ 192+ 7,7+

0,8 46,8* 33,6 15,0 143 6,8

* Diferenca significativa (P<0,05). Teste de Dunnett.
! Solo de referéncia

2 Cambissolo Haplico eutrofico

3 Nitossolo Vermelho distréfico

Fonte: producéo do proprio autor, 2016.
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Efeito do DLS na abundancia e diversidade dos nematoides

O numero total de nematoides variou com as doses de
DSL e apresentou comportamento diferente para os dois solos.
Para 0 CHe a abundancia foi reduzida com o aumento da dose
de DLS aplicada ao solo, apresentando diferenca significativa a
partir da dose de 50 m® ha*.Por outro lado, a abundéancia de
nematoides no NVd ndo foi afetada pelo aumento da dose de
DLS, com aumento no numero total de organismos nas doses
mais elevadas (Tabela 4.5).

Na Tabela 4.4 ainda é possivel verificar que nimero
total de familia também foi afetado pela presenca de DLS nos
solos, com efeitos mais pronunciados no CHe que apresentou
reducdes significativasa partir da dose de 50 m? ha, enquanto
no NVd as redugdes s ocorreram a partir da dose de 150 m®
hat.

As doses de DLS alteraram a abundancia dos
nematoides dentro de cada grupo tréfico. No CHe observou-se
reducBes em todos os grupos tréficos a partir da adicdo de 50
m? ha'l, exceto para o FG (Tabela 4.6). No NVvd o grupo PO foi
diferente do controle ja na dose de 50 m® ha, no entanto
devido a maior variabilidade entre as réplicas os grupos FT e

FG apresentaram um comportamento ndo tdo linear, nos quais
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as diferencas ocorrem apenas na dose de 200 m3 ha para FT e
de 100, 200 e 250 m® ha'! para o grupo FG (Tabela 4.5).

Tabela 4.4- Abundancia total e nimero de familias, para o
Cambissolo Haplico eutroferrico (CHe) e Nitossolo Vermelho
distroférrico (NVd).Média + desvio padrao.

Abundancia total Numero de familias
(mfgf’;g_l) CHe NVd CHe NVd

0 1698+316 2450+468 88+13 90+08
50 448 +57* 1926+250 53+19* 83+19
100 170+6,2* 2/88+149 40+08* 68+13
150 35417 2778+501 13+05* 65+21*
200 50+14* 4223+76,3 23+10* 53+1,0*
250 6,3+33* 4610+1523 25+13* 53+0,5*

* Diferenca significativa (P<0,05). Teste de Dunnett.
Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

Os diferentes efeitos do uso de DLS na abundancia e
diversidade de organismos da comunidade de nematoides entre
os dois solos avaliados est4d diretamente relacionado as
caracteristicas fisico-quimicas do CHe e NVd. Uma das mais
importantes caracteristicas é o teor de MOS, de acordo com
Kobeticova (2007) pode ocorrer um decréscimo na

sensibilidade dos nematoides devido ao maior contelido de
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MOS. O solo NVd que apresentou menos efeito a comunidade
de nematoides tem o contetdo inicial de MOS igual a 4,7 %
enquanto que o CHe tinha 1,3 % (Tabela 2.2 — Capitulo 2)
podendo isso ter causado os efeitos encontrados, mesmo
quando foi feita a aplicacédo de grandes quantidades de material
organico via DLS.

A textura do solo é outra caracteristica que pode
influenciar a presenca de nematoides, ja que existe comprovada
preferéncia desses organismos por solos com textura mais
arenosa (KLEYNHANS, 1999), pois o tamanho de particula e
diametro de poro favorece a aeracdo e drenagem destes solos.
No entanto os efeitos das doses de DSL sobre a comunidade de
nematoides foram maiores no solo mais arenoso (CHe = 31 %
argila) que no argiloso (NVd = 33 % argila). Poucos trabalhos
ttm relacionado as caracteristicas dos solos com o
comportamento  dos nematoides, sendo  encontradas
discrepancias entre 0s organismos estudados, como por
exemplo para nematoide da espécie Caenorhabditis elegansséo
conhecidos por tolerar uma vasta gama de caracteristicas como
argila (2,5 — 18 %), areia (18,7 — 70,9 %), matéria organica (2,5
— 77,1 %) conforme descrito por Hoss et al. (1999). No CHe, a
textura arenosa pode ter permitido maior disponibilidade

decompostos toxicos que compdem a matriz do DLS, como
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metais, do que a drenagem e aeracdo, ja que a umidade dos

solos foi corrigida para a mesma faixa.

Tabela 4.5~ Abundancia de nematoides por grupos troficos:
bacteriofago (BC), fitoparasitas (FT), predadores/onivoros
(PO) e fungivoros (FG), em Cambissolo Haplico eutroférrico
(CHe) e Nitossolo Vermelho distroférrico (NVd).Média +
desvio padréo.

CHe
(mgorf;_l) BC FT PO FG

0 724+143 699+136 253+159 22+34
50 110+23* 87+38 05+11% 03405
100 22+10% 09+15% 00+00% 0000
150 01+01* 00+00* 00400* 0000
200 02+01* 01+01* 00+00* 0000
250 02+02% 02+03* 00+00* 00+00

NVd
0 673+104 223+45 75+45 30422
50 723+46 205+39 55+13% 18417
100 820+37 158+31 23+17* 00+0,0*
150 805+74 165+45 18+13* 13425
200 865+57 125+60* 08+10% 03+05*
250 838+60 160462 00400* 03+05*

* Diferenca significativa analise de similaridade de Bray Curtis
ANOSIM(P<0,05).

Fonte: producédo do proprio autor, 2016.
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Outro fator importante é o acumulo de metais causado
pelo uso de elevadas doses de DLS. Korthals et al. (1996)
relataram que a presenca de 134 e 151 mg de Cu kg™ de peso
seco de solo ocasionou efeitos significativos sobre a
abundancia de nematoides.No presente estudo foram estimados
valores de 0,33 mg de Cu kg*de CHe na dose de 50 m® hal e
1,95 mg de Cu kg de NVd para a dose de 150 m® ha’. Essas
doses causaram reducdo no numero de familias e abundancia
total no CHe e redugdo no numero de familias no NVd, o que
pode estar relacionado aos teores de Cu, mesmo que em baixas
concentragdes. Duarte (2011) também relatou reducdo na
abundéncia total de uma comunidade nativa de nematoides
com a presenca de 100 mg de Cu ou Zn kg™ de solo, sendo que
o0 Cu foi mais toxico que o Zn. Outros trabalhos também
relatam o efeito de metais sobre a abundéncia total de
nematoides (BAKONYI et al., 2002; SANCHES-MORENO et
al., 2005; CHEN et al., 2009).

A utilizacdo de residuos organicos para o controle de
nematoides parasitas tem sido estudada ao longo dos anos, uma
vez que um grande numero de espécies de nematoides
fitéfagos, considerados pragas agricolas. Trabalhos como de
Araujo; Gentil (2010) demostraram reducao da reproducdo de

Meloidogyne spp. com a aplicacdo de lodo de curtume ao solo
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ou com aplicacdo de vinhaca (PEDROSA et al., 2005).Neste
sentido, Aradjo; Bettiol (2005) observaram redugdo da
reproducdo de M. javanica apos a aplicacdo de lodo de esgoto.
Compostos organicos como residuo de cervejaria tambem
promoveram reducdo na reproducdo de nematoides da espécie
M. hapla,conforme relatado por Chen et al. (2000). De acordo
Pereira et al. (1996) e Rodriguez—Kabana (1986) esses efeitos
estdo relacionados ao fato de que residuos organicos quando
introduzidos ao solo sofrem intensa mineralizacdo com
liberacdo de NH4", 0 que pode proporcionar efeito nematicida.
Ja para Silva (2009) esses efeitos estdo associados a
proliferacdo de inimigos naturais dos nematoides.

O uso de DLS no CHe afetou a composicdo de familias
de nematoides, resultados da andlise de similaridade ANOSIM
(P<0,05) mostraram significativas alteracbes desde a dose de
50 m® ha'* quando comparadas com o controle (Tabela 4.6). A
reducdo na abundancia absoluta das familias Rhabditidae
(bacteriofagos) e Hoplolaimidae (fitoparasitas) fez com que
essas duas familias fossem as que mais contribuiram para as
diferencgas na estrutura de familias com aproximadamente 28 e

20 % de contribuicdo, respectivamente, em todas as doses de
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acordo com andlise de similaridade percentual (SIMPER —
P<0,05).

No NVd as diferencas na composicdo da familia foram
encontradas nas doses de 100, 200 e 250 m® ha' (ANOSIM -
P<0,05) (Tabela 4.7). A familia com maior percentual de
contribuicdo para as diferengas encontradas foi Rhabditidae
com percentuais de contribuicdo de 56,7 — 69,9 e 73,4 % para
cada uma das doses, respectivamente (SIMPER - P<0,05).
Diferentemente do encontrado por Bongers; Bongers (1997)
que considerou a familia Rhabditidae como tolerante ao
estresse causado pela presenca de metais, os resultados aqui
apontam para sensibilidade dessa familia, o que corrobora com
resultados de Duarte (2011), que encontrou reducdo na
abundancia de Rhabditidae com a presenca de Cu e Zn no solo,
sendo o segundo menos toxico.

Além dos efeitos da adi¢do de metais via DLS o aporte
de compostos nitrogenados ocorre, uma vez que esse residuo é
rico em N, sendo assim a formagéo de compostos como amonia
pode ter causado a alteracdo na comunidade de nematoides,
Tamis (1986) relatou a redugdo no numero de nematoides
bacteriofagos, em especial da familia Rhabditidae, ap6s a

aplicacdo de cama de aves, residuo com elevada concentragao
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de amonio, e associou essa reducdo populacional de
Rhabditidae com a presenca deste composto.

A abundéncia relativa de cada grupo trofico foi
comparada pela andlise de similaridade de Bray Curtis
ANOSIM (P<0,05) para avaliar se ocorreu diferenca na
representatividade de cada grupo tréfico e verificar se a
utilizacdo de DLS pode causar alteracbes na funcionalidade
estrutural da comunidade de nematoides. Através da analise de
SIMPER foi possivel identificar quais grupos tréficos foram
mais influenciados pela aplicagéo de DLS.

Os resultados mostram que apenas em CHe foram
encontradas diferencas da representatividade dos grupos entre
os tratamentos conforme pode ser verificado na Tabela 4.8.
Desde a dose de 100 m® ha! houve diferenca, e essa ocorreu
pelo gradativo aumento da representatividade dos nematoides
do grupo do BC e FT. Na Tabela 4.8 estdo apresentados a
abundancia relativa dos grupos tréfico e os valores percentuais
de contribuicdo dos grupos BC e FT para as diferencas entre 0s

tratamentos e o controle.
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Tabela 4.6— Composicdo das familias de nematoides expressa
pela abundancia (nimero total de organismos por familia)em
doses crescentes de dejeto liquido suino por tratamento do
adicionadas a Cambissolo Haplico eutroférrico.

0 50 100 150 200 250
(m® hat)

Bacteriéfagos
Panagrolamidae 92 16 3 0 0

Rhabditidae 197 28
Fitoparasitas

(o]
[EEN
[HEN
[EEN

Hoplolaimidae 140 17 1 0 0 0
Thylenchidae 60 4 1 0 0 0
Pratylenchidae 67 14 1 0 0 1
Criconematidae 13 0 0 0 0 0
Predadores/Onivoros
Dorylamidae 16 1 0 0 0 0
Mononchidae 64 1 0 0 0
Thricodoridae 21 0 0 0 0 0
Fungivoros
Diphtherophorida

o 7 0 0 0 0 0
Apelenchidae 1 1 0 0 0 0

Fonte: producédo do proprio autor, 2016.
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Tabela 4.7— Composicdo das familias de nematoides expressa
pela abundancia total de organismos por familia por tratamento
do Nitossolo VVermelho distroférrico

0 50 100 150 200 250
(m® ha't)

Bacteriofagos
Panagrolamidae 116 101 87 98 187 164

Rhabditidae 539 457 827 805 1287 1397
Plectidae
Fitoparasitas

Hoplolaimidae 81 71 75 84 72 125
Thylenchidae 64 47 48 52 87 81
Pratylenchidae 70 38 47 41 39 69
Longidoridae 2 0 0 0 0 0
Criconematidae 0 2 6 0 0 0

Predadores/Onivoros
Dorylamidae 30 13 17 3 13 0
Mononchidae 31 25 9 7 0 0
Thricodoridae 16 4 0 9 0 0

Fungivoros

Diphtherophorida 10 0 9 0 0
e 25
Apelenchidae 6 4 0 9 5 7

Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

Estudos com metais e alteragfes na estrutura trofica da
comunidade de nematoides sdo ligeiramente mais comuns que

estudos avaliando a composicdo de familias e de acordo com
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Pen-Mouratov et al. (2010) os metais causam alteracbes na
composicgdo tréfica de nematoides. Os resultados da literatura
apontam reducdo na diversidade de grupos e aumento na
representatividade de nematoides bacteriofagos, como no caso
de Duarte (2011) que encontrou maior propor¢ao deste grupo
em diferentes ensaios com Cu e Zn. Por outro lado a presenca
de metais ndo causou efeito sobre FT; Chen et al. (2009) em
estudo com metais encontrou maior proporcao de BC seguido
de FT. A reducdo na diversidade de nematoides em solos
contaminados com Zn foi encontrada por Popovici; Korthals
(1995); Popovici (1994) em solos contaminados com Cu e Pb,
mas a representatividade de BC aumentou de 50 para 72 %
enquanto que PO foram extintos das areas estudadas; a
extincdo do grupo PO também foi apresentada por Duarte
(2011) para contaminagdo com Cu.

Resultados similares aos relatados acima e aos
encontrados para CHe nesse trabalho foram apresentados por
Weiss; Larink (1991) onde avaliaram a diferenca na
representatividade dos grupos tréficos de nematoides em areas
com aplicacdo de lodo de esgoto e lodo de esgoto + metais
pesados. Nos resultados por eles apresentados a contribuicdo
do grupo BC aumentou para os dois tipos de contaminacgao

estudadas em comparagdo com o controle. Esse mesmo
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aumento na porcentagem de representacdo de BC foi relatado
por Bulluck 111 et al. (2002) em solos com aplicacdo de dejeto
de suinos. Tais resultados foram relacionados com a maior
resisténcia desde grupo na presenca de fonte de alimento

proveniente do aporte de material organico.

Tabela 4.8—- Abundancia relativa dos grupos troficos
bacteriofago (BC), fitoparasitas (FT), predadores/onivoros
(PO) e fungivoros (FG) e valores de contribuicdo para
diferenca entre tratamentos para o Cambissolo Haplico
eutroférrico.Meédia + desvio padréo.

Dose % BC? FT % FT? PO FG
0 - 41,3+ 3,7 - 143475 15+24
50 - 42,0 + 10,6 - 19438 09+19

100 433 188+195* 337 18+36* 00+0,0*
150 50 8,3+16,7* 338 0,0+0,0* 0,0+0,0*
200 46,7 258+21,1* 29,7 0,0+0,0~ 0,0+0,0*
250 39,3 36,6+303* 36,7 00+0,0* 0,0+0,0*

%Percentual de contribuicdo de acordo com analise de
similaridade — SIMPER (P<0,05).

*Diferenca significativa analise de similaridade de Bray Curtis
ANOSIM(P<0,05).

Fonte: producédo do préprio autor, 2016.

Porém o aumento na representatividade do grupo de

bacteriofagos é um resultado esperado ja que o aporte de
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material organico estimula o crescimento bacteriano que por
sua vez caracteriza-se por ser a principal fonte de alimento do
grupo de nematoides BC. Esse efeito é relatado por Yeates;
Bongers (1999) em uma revisdo sobre nematoides em
agroecossistemas.

Com base nesse estudo foi possivel entender que
perturbaces do ambiente, como o uso de fertilizantes
organicos, como 0 dejeto liquido de suinos levam a uma
oscilacdo da abundancia e composicdo de familias da
nematofauna e favorece o predominio de nematoides
bacteriofagos. Os resultados mostram, também, que a
combinacdo da estrutura de familias e distribuicdo relativa de
grupos tréficos de nematoides do solo foi melhor que a
utilizacdo apenas da abundancia dos organismos para avaliar o
efeito de dejeto liquido de suinos no solo. Porém, sdo
necessarios mais estudos, com essa abordagem, para obter-se
uma avaliacdo sistematica de efeitos em nematoides e poder

utilizar essa como uma ferramenta da ecotoxicologia terrestre.

4.4 CONCLUSOES

Aplicacbes de dejeto liquido de suinos causaram
reducbes na abundancia de nematoides para Cambissolo
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Héplico eutroférrico e aumentosno Nitossolo Vermelho
distroférrico, demonstrando que solos com diferentes
caracteristicas  fisico-quimicas  resultam em  efeitos
diferenciados na comunidade de nematoides.

Alteracdo na composicdo das familias também
ocorreram com a adi¢do de dejeto liquido de suinos. A familia
Rhabditidae foi que apresentou reducdo mais significativa para
ambos os solos estudados.

Nematoides bacteriéfagos e fitoparasitas passaram a ser
0s grupos dominantes apds a aplicacdo de dejeto liquido de
suinos em um Cambissolo Héaplico eutroférrico. J& a aplicacdo
deste residuo em Nitossolo Vermelho distroférrico ndo causou
alteracdo na representatividade dos grupos tréficos.

AlteracOes encontradas na comunidade de nematoides
apontaram efeitos toxicos do uso de dejeto liquido de suinos
demonstrando que esse grupo de organismos € passivel de

utilizacdo em ensaios ecotoxicoldgicos.
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SECCAO 2. FASE DE ENSAIOS EM CONDICOES DE
SEMI-CAMPO (em Terrestrial model ecosystems — TMES)

CAPITULO5
Efeito de doses de dejeto liquido suino e da agua presente
no dejeto sobre a fauna edafica de solos subtropicais em

condicgdes de semi-campo

Resumo

Avaliagdes da qualidade ambiental dos corpos receptores de
residuos tem recebido cada vez mais maior atencdo,
especialmente em se tratando de residuos orgénicos. O
potencial de uso de dejeto liquido de suinos (DLS) como
fertilizante agricola tem sido uma alternativa para seu descarte,
mas sua aplicacdo inadequada pode oferecer riscos
ecotoxicoldgicos no solo. Além do uso inadequado deste
residuo ainda ndo ha trabalhos que relatem os efeitos que a
agua proveniente deste material tem sobre a biota dos solos.
Este estudo objetivou avaliar com o uso de Terrestrial Models
Ecosystems (TMEs) determinar o efeito do aporte momentaneo
de agua no sistema solo via DLS utilizando as doses de 20, 50
e 150 m® ha® de dejeto e 4gua sobre a estrutura da comunidade
edéfica nativa de um Cambissolo HUumico aluminico e um
Nitossolo Vermelho distroférrico. Os resultados da composicao
da fauna, riqueza de grupos, abundancia de organismos foram
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avaliados através de PCoA, PERMANOVA e SIMPER. Os
resultados de andlises quimicas e fisicas foram submetidos a
anélises de GLMM. Os resultados do trabalho mostraram que o
aporte de grande volume de agua via DLS ndo causa efeitos na
estrutura da comunidade edéafica dos solos avaliados.

Palavras-chave: adubacdo organica, comunidade edafica
nativa, dejeto liquido de suinos.
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Abstract

Reviews of the environmental quality of the waste receiving
bodies has received increasingly more attention, especially in
the case of organic waste. The potential use of pig slurry (DLS)
as agricultural fertilizer has been an alternative to its disposal,
but their improper application can provide ecotoxicological
risks on the ground. In addition to the inappropriate use of this
waste there is still no studies that report the effects that water
from this material has on the biota of the soil. This study aimed
to evaluate the use of Terrestrial Models Ecosystems (TMES)
determine the effect of momentary water supply in the soil
system via DLS using the doses of 20, 50 and 150 m® ha* of
manure and water on the structure of soil community native of
a Entisol and Nitosol. The faunal composition of results,
wealth groups, plenty of bodies and were evaluated by PCoA,
PERMANOVA and SIMPER. The results of chemical and
physical analyzes were subjected to analysis GLMM. Our
results showed that the intake of large amounts of water via
DLS has no effect on the structure of soil community of
evaluated soil.

Keywords:native edaphic community, eco morphotypes
springtails, pig slurry.
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5.1 INTRODUCAO

Por definicdo a analise de risco ecoldgico (ARE) é um
processo de coleta, organizacdo e analise de dados ambientais
para estimar a probabilidade de efeitos adversos sobre
receptores ecoldgicos (espécies, populagdes, comunidades) ou
sobre ecossistemas devido a uma contaminacdo. A ARE pode
ter duas diferentes abordagens, analises prospectivas e analises
retrospectivas, as quais diferem entre si, basicamente por serem
realizadas antes (prospectiva) ou ap0s (retrospectiva) o evento
poluidor ter ocorrido (VAN GESTEL, 2012).

Analises de risco prospectivas tém como ferramenta
avaliar possiveis efeitos associados ao uso de contaminantes,
nesse caso, no solo, objetivando regulamentar e definir niveis
seguros de introducdo do contaminante no meio. Esse tipo de
analise utiliza, portanto, substdncias testes e ensaios
laboratoriais ou de semi-campo que devem levar em
consideracdo o0s receptores ecologicos e a dinamica do
contaminante no meio, para a obtencdo de respostas mais
realistas. Em geral os ensaios desenvolvidos para esse
tipo de abordagem, de analise de risco, levam em consideracéo
efeitos morfologicos e fisiologicos em ensaios desenvolvidos

em laboratdrio, com organismos e protocolos padronizados que
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sdo, entdo, extrapolados para a comunidade (VAN GESTEL,
2012).

Para permitir a avaliacdo dos efeitos toxicos, em uma
abordagem prospectiva, pode-se lancar mdo de estudos em
mesocosmos, neste caso em TMEs (Terrestrial Model
Ecossystems). Os TMEs buscam simular processos e interagdes
dos componentes do ecossistema podendo fornecer
informacBes mais completas que os testes ecotoxicologicos
padrGes de laboratério, permitindo que os servigos prestados
por diferentes niveis da cadeia trofica sejam considerados
durante a avaliacdo experimental (VAN GESTEL, 2012).

Essa metodologia pode ser amplamente utilizada para
avaliacBes de risco ecoldgico mesmo que sua complexidade
faca com que ainda ndo sejam apropriados para rotinas
laboratoriais. Tais sistemas tém como objetivo avaliar nédo
apenas os efeitos, mas também a recuperacdo do ecossistema,
essencial para a manutencdo dos processos bioldgicos no solo e
0 provisionamento dos Servigos ecossistémicos associados,
visando o0 uso sustentavel dos recursos naturais.

As fungdes exercidas pela fauna do solo estdo

diretamente relacionadas aos servigos prestados pelos
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ecossistemas, para que 0 provisionamento destes servicos
ocorra € necessaria a preservacao da biodiversidade, incluindo,
a biodiversidade edafica. Sendo assim, compreender o
comportamento de espécies, grupos ou populacdes especificas
nos ambientes é de suma importancia para a tomada de decisao
sobre a protegéo dos servigos de determinados locais.

Diversas espécies podem ser utilizadas como
indicadoras de estresse nos mais diferentes ambientes, no
entanto abordagens que utilizam indicadores de alteracdo de
comunidades edéaficas tém sido muito aceitas e utilizadas para a
obtencdo de respostas e estabelecimento de modelos
ecologicos. As respostas em nivel de comunidade sdo medidas
através da abundancia, diversidade e distribuicdo dos
organismos.

Dentro dessa abordagem, de alteracdes ndo apenas em
nivel de organismos, alguns grupos especificos tém recebido
grande atencdo, devido a sua ampla dispersdo em diversos
ambientes e por serem capazes de responder de forma rapida e
significativa as alteracbes ou aos estresses impostos aos
ambientes em gue estdo inseridos. Como exemplo pode-se citar
os colémbolos. No entanto, a classificacdo taxondmica destes
organismos é dispendiosa e requer treino e muito material

humano para conseguir identificar as espécies (CARVALHO,
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2012). Como forma de contornar essa dificuldade taxonémica
estudos tém desenvolvido indices funcionais para a
classificacdo de colémbolos (VANDEWALLE et al., 2010), os
quais levam em conta adaptacbes dos organismos no
ecossistema.

Trabalhos sobre alteraces na fauna edafica, ocasionada
pelo uso de dejetos liquido de suinos, podem ser encontrados
na literatura (ANDRES; DOMENE, 2005; DOMENE et al.,
2007; ALVES et al., 2008; MURCHIE et al., 2015; SEGAT et
al., 2015). Porém, existe ainda a necessidade de entender se a
alteracdo na fauna € causada pela presenca de compostos
toxicos no dejeto de suino (presenca de metais Cu, Zn,
antibidticos, nutrientes) ou pelo aporte momentaneo de grandes
volumes de agua durante a aplicacdo deste residuo no solo. Na
literatura ndo sdo encontrados trabalhos avaliando o efeito da
agua do dejeto de suinos na fauna do solo.

Com base na possibilidade de utilizacdo de TMEs para
analises de toxicidade e na importancia da fauna edafica como
indicadora, 0 objetivo deste trabalho foi estudar o efeito de
doses de DLS sobre a fauna do solo em condigdes de semi-

campo, utilizando para isso modelos terrestres de ecossistemas
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(Terrestrial Models Ecosystemas - TMEs) e avaliar se estes
efeitos estdo relacionados a quantidade de &gua aplicada via
dejeto liquido de suinos no solo e para entender o efeito que o
grande volume de agua pode causar na estrutura da

comunidade do solo.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Dejeto liquido de suinos

A coleta do dejeto liquido de suinos (DLS) foi realizada
diretamente da baia na unidade produtora de suinos de
terminagdo da EMBRAPA Suinos e Aves. Anteriormente ao
uso esse material passou por um processo de estabilizacdo
quimica por 120 dias como recomendado pela Comissao de
Quimica e Fertilidade do Solo (CQFRS/SC, 2004).

A caracterizagdo fisico-quimica do DLS foi feita
segundo a metodologia de van Raij (2001) e o percentual de
carbono e nitrogénio total do solo foram analisados pelo
método de combustdo total utilizando o analisador elementar
LECO-CN 2000. Na Tabela 2.1 (Capitulo 2) estdo apresentadas
as caracteristicas fisico-quimicas do DLS.
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5.2.2 Doses

As doses utilizadas para os dois solos foram definidas
de acordo com os resultados obtidos nos experimentos
descritos nos Capitulos 2 e 3. Para o desenvolvimento deste
experimento foram escolhidas as doses de 20, 50 e 150 m® ha™.
A escolha de tais doses estd baseada nos resultados a seguir:

ECso para colémbolos — CHe 15,3 m® ha® (14,3 — 16,4 m® ha'l)
NVd 15,8 m3 ha? (12,7 — 19,0 m® ha!)
ECso para minhocas — CHe 112,0 m® ha! (68,4— 133,4 m® ha!)
NVd néo foi possivel calcular
ECso para enquitreideo — CHe 17,7 m® ha! (10,8 — 24,5 m® ha
Y
NVd 45,0 m* ha? (30,2 — 59,9 m® ha'l)
ECso para acaros — CHe 92,5 m® ha® (73 - 112 m® ha'l)
NVd 82,6 m3 ha't (65,3 — 99,9 m® ha'l)

5.2.3 Areas de coleta de TMEs
Duas diferentes areas foram selecionadas para realizar a
coleta dos TMEs. A primeira delas em um Nitossolo Vermelho

distroférrico (NVd), localizada no municipio de Concordia, SC,
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na area experimental da Embrapa Suinos e Aves (27.068702, -
52.623913). A é&rea escolhida era utilizada em um sistema de
Integracdo Lavoura-Pecuaria, € ndo tinha histérico de uso de
dejeto liquido de suinos nos ultimos 10 anos. No momento da
coleta essa area estava sendo utilizada para o cultivo de aveia
(Avena sativa)

A segunda area escolhida esta localizada no municipio
de Lages, SC (-27.311710, -51.990814) e pertence a uma
propriedade produtora de leite, durante a coleta essa area estava
sendo cultivada com pastagens de inverno (Avena sativa +
Lolium multiflorum). Da mesma maneira que a primeira essa
area é utilizada para um sistema de Integracdo Lavoura-
Pecuéaria, sem uso de dejeto liquido de suinos. O solo desta
area ¢ um Cambissolo Humico aluminico (CHa) (-27.765607, -
50.285365). A andlise fisico-quimica dos solos esta

apresentada na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 — Atributos fisico-quimicos dos solos

Determinacdes CHa NVvd
cTcC? 7,1 19,1
pH(H20) 5,4 5,5

Matéria Organica (%) 2,5 4,7

Fosforo (mg dm™) 2,4 6,8

Potéssio (mg dm) 135,0 352,7
Célcio (mmolc dm®) 0,6 82,0
Magnésio (mmolc dm) 34,0 49,0
H+Al (mmolc dm) 33,0 50,0
Cobre (mg dm™) 43 15,7
Zinco (mg dm) 0,9 20,0
Ferro (mg dm) 278,0 201,0

& Capacidade de Troca Catidnica
Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

5.2.4 Metodologia de coleta

Para cada uma das areas foram coletados 72 TMEs 0s
quais se caracterizam por serem amostras de solo com estrutura
preservada com um tamanho de 40 cm de altura e diametro de
17,5 cm. A coleta foi realizada com o auxilio de uma
retroescavadeira para introduzir o amostrador + tubo de PVC

no solo e remover-los do solo. O tubo de PVC contendo ao
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mondlitofoi retirado do amostrador e levado para o laboratério
de Ecologia do Solo do Centro de Ciéncias Agroveterinarias,

UDESC. O esquema da coleta esta detalhado na Figura 5.1.

5.2.5 Tratamentos e delineamento estatistico

Os tratamentos constituiram da combinacdo de
cada um dos solos com as trés doses de DLS (20, 50 e 150 m?®
hal), um tratamento controle (sem dejeto e sem agua) e trés
doses de agua (20, 50 e 150 m? ha'!) adicionados aos TMEs. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado.

Para o controle e as doses de 20 e 50 m? ha! de dejeto
foram utilizadas quatro repeticdes, para a dose de 150 m® ha!
de dejeto e as doses de 20, 50 e 150 m® ha de 4gua foram
utilizadas apenas trés repeti¢bes. Este arranjo desbalanceado de
repeticdes deveu-se a limitacgdo do numero de TMEs
disponiveis. Para isso, foi escolhida a dose mais elevada (150
m? ha'lde DLS) considerando uma esperada reducéo severa da
fauna (ver Cap 2 e 3).0s tratamentoscom agua, devido a baixa

variabilidade na composicao da &gua.
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Figura 5.1- Esquema de coleta de TMEs. Amostrador (A);
Introdug@o do amostrador no solo (B); Amostrador + tubo de
PVC no solo (C); remogédo do amostrador do solo (D); Retirada
do tubo de PVC com amostra de dentro do amostrador (E);
Tubo de PVC com amostra de solo com estrutura preservada
(F).Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

5.2.6 Manutencdo do experimento

Os TMEs coletados a campo foram colocados em
cartscom temperatura controlada, mantidos em cémara de
crescimento climatizada com sistema de iluminagdo para
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plantas Cz e Cs e controle de fotoperiodo. No interior
doscarts,0s TMEs forma mantidos al2 °Ce a superficie destes
mantidas a 24 °C (temperatura da sala climatizada) gerando
assim um gradiente de temperatura ao longo da amostra de solo
(Figura 5.2), simulando as condigdes de campo.

Anteriormente ao inicio do experimento os TMEs
foram mantidos nos carts durante 10 dias para aclimatacéo,
nesse mesmo periodo procedeu-se o corte das gramineas
presentes no solo e realizou-se a semeadura de aveia branca
(Avena sativa). Passados os 10 dias de aclimatagdo o
experimento foi iniciado, para tanto os TMEs receberam as
respectivas doses de agua e DLS e foram colocados os litter
bags em cada um dos TMEs (Figura 5.3). Apos a aplicacdo das
doses foram contados 25 dias e desmontados os TMEs.

Durante 0 ensaio, foi realizada a coleta de lixiviado
gerado pelos TMES nos carts. O lixiviado foi coletado durante
toda a conducdo dos experimentos para quantificar o volume
gerado.

A cada dois dias os TMEs foram regados com solugéo
de chuva artificial, como proposto por Velthorst (1993). O
volume de chuva fornecido foi de 115 mL para o NVd e 50 mL

para oCHa e foram estabelecidos com base no regime hidrico
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dos ultimos 10 anos da regido de coleta dos solos Concordia e
Lages, respectivamente.

Avaliacédo do fluxo de CO»

A avaliagéo do fluxo de CO2 do sistema foi feita aos 10
e 20 dias apds a aplicacdo de DLS e agua. Foram realizadas
quatro medicbes de dois minutos em trés réplicas de cada um
dos tratamentos.Essas medi¢Ges foram realizadas com o auxilio
do equipamento Licor LI 8100, um sistema que consiste em
uma camara fechada, acoplada sobre os TMEs. Em seu modo
de medicdo, o sistema monitora as mudangas na concentragao
de CO: dentro da camera, por meio de espectroscopia de

absorcéo optica na regido do infravermelho.
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Figura 5.2— Acondicionamento dos TMEs. TMEs dentro do
cart (A); Detalhe do espaco destinado a cada um dos TMEs
(B); carts mantidos em sala com temperatura e fotoperiodo
controlados (C).Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 5.3— Inicio da montagem do experimento. Detalhe da
semeadura de aveia (flechas vermelhas) e colocacdo do Litter
bag (A); Amostra com 50 m® ha® de 4agua (B); Amostra com
150 m® ha* de dejeto liquido de suinos (C).Fonte: producéo do
préprio autor, 2016.

5.2.7 Desmontagem dos TMEs
Ao final de 25 dias os 24 TMEs foram desmontados (4

Controles; 3 para cada dose de agua; 4 para as doses 20 e 50
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miha! de DLS e 3 para a dose 150 m® hal DLS). A
desmontagem consistiu em fazer o corte da parte aérea da
vegetacdo para estimar a producdo de matéria seca e na retirada
dos litter bags, apos issoos TMEs foram removidos dos carts e
a amostra de solo retirada do tubo de PVC.

O TME foi dividido em trés distintas camadas de
profundidade (0-10; 10-20 e 20-40 cm); em seguida a camada
superior (0-10 cm) foi dividida em trés porcdes (1/2 + 2 x 1/4).
Cada uma das camadas foi utilizada para a realizacdo das
andlises que serdo descritas a seguir. Na Figura 5.4 estdo
apresentadas as etapas de desmontagem, bem como a divisdo

das amostras.

Analises quimicas

Para caracterizacdo quimica das amostras de cada
tratamento utilizou-se parte do solo proveniente da % da
amostra da camada superficial (0-10 cm) (Figura 5.4). Foram
determinadas as seguintes caracterisctica: Ca, Mg, Al, H+Al,
CTC efetiva, CTC pH7,0 (cmol dm™®) Saturacio por Al,
Saturacdo de bases, Matéria orgénica, Carbono orgénico (%),
P, K, Na, Cu, Zn, Fe, Mn (mg dm?®) de acordo com
metodologia descrita por Tedesco et al. (1995).
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Para determinagdo do teor de carbono organico total
(COT), N total e S total amostras peneiradas a 2 mm e secas a
60 °C foram moidas em gral de porcelana. Os elementos foram
determinados por combustdo seca pelo Autoanalisador de
Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio e Enxofre (CNHS)
equipamento Elementar Vario EL Cube®.

Analises fisicas

Nos TMEs ainda intactos foi determinadaa resisténcia a
penetracdo até 10 cm de profundidade em cada uma das
unidades experimentais, com medidor automatico SoloTrack
Falker®. A umidade do solo foi determinada no laboratério
com as amostras secas em estufa a 105 °C por 24 horas para
cada umas das trés distintas camadas (0-10; 10-20; 20-40 cm),
retirando 50 g de solo ndo peneirado.

A estabilidade de agregados foi determinada por
peneiramento Umido, em agregados entre 4,76 e 8,35 mm, de
acordo com a metodologia de Kemper; Chepil (1965), sendo o
aparelho composto por quatro peneiras (4,75; 2,00; 1,00 e 0,25

mm). A estabilidade dos agregados foi representada pelo
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didmetro médio ponderado (DMP).Para essa analise foi
utilizado ¥4 da amostra da camada mais superficial (0-10 cm).

Analise da fosfatase acida

As andlises da enzima foram realizadas com solo
peneirado a 2 mm proveniente da % da amostra da camada de
0-10 cm para cada repeticdo dos dois solos avaliados. A anélise
foi desenvolvida com adaptacbes ao método de Tabatabai;
Bremner (1969); para a andlise foi utilizado 1 g de solo com a
mistura de 1 mL de p-nitrofenyl fosfato + 4 mL de uma solucéo
tampdo com pH 6,5 (MUB, pH 6,5), incubada com agitacédo
durante 2 h a 35 °C em tubos Falcon de 50 mL, Apds a
incubacéo as amostras receberam de | mL CaCl, (0,5 mol L)
+ 4 mL de um solucédo de tris(hidroximetil) aminometano (0,5
molL?), os tubos foram agitados por 30 s e posteriormente
centrifugados por 4 min a 300 RPM. Um volume de200 uL foi
utilizado para medir a atividade da fosfatase por quantificagcdo
espectrométrica a 405 nm do p-nitrofenol liberado na mistura
centrifugada. Efetuou-se a analise em triplicata para cada uma
das repeticGes do campo mais duas repeticOes de controle.
Carbono microbiano

O carbono da biomassa microbiana (CMic) foi
determinado pelo método de fumigacéo-extracdo (VANCE et
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al.,, 1987).Para tanto utilizou-se solo peneirado a 2 mm
provenientes de 1/2 camada superficial do solo dos TMEs
(Figura 5.4) com trés repeticOes laboratoriais, sendo trés
amostras fumigadas e trés ndo fumigadas. A fumigacdo foi
realizada com cloroféormio (CHCI3). As amostras foram
incubadas em dessecador por 24 h, a 25 °C, na auséncia de
luminosidade e apo6s isto o C foi extraido com sulfato de
potassio 0,5 mol L* (K2SOs) com agitagdo por 30 min,
posterior decantacdo por uma hora e filtracdo em filtro de
papel. A leitura das amostras foi realizada através da oxidacao
destas com dicromato de potassio (K2Cr.07) 66,7 mmol L. O
teor de C soluvel foi determinado por titulacdo com
Fe(NH4)2(SO04)2.6H20 33,3 mmol L na presenca do indicador
difenilamina (1%). O CMuic foi calculado pela diferenga entre
carbono extraido do solo fumigado e ndo fumigado
multiplicada pelo fator de correcdo KEC = 0,33, que representa
a eficiéncia da extracdo de 33 %, proposto por Sparling; West

(1988), para solos com baixo pH.
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Figura 5.4— Desmontagem de TMEs por tempo. Extracdo da
amostra de solo do tubo de PVC (A); Amostra com estrutura
preservada retirada do tubo de PVC (B); Amostra de solo
separa em trés camadas 0-10; 10-20; 20-40 cm (C); Camada
superficial 0-10 cm separada em trés porcGes.Fonte: producgéo
do préprio autor, 2016.

Decomposicao da palhada - Litter bags
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Litter bags foram confeccionados com tela de nylon de
2 mm de abertura, com dimensdes de 5 x 5 cm, contendo 0,5 g
de aveia (A. sativa) seca a 65 °C por 48 h. Cada TMESs recebeu
um litter bag que permaneceu no solo até o dia de
desmontagem do experimento, quando entdo o conteldo de
cada um deles foi retirado, seco a 65 °C por 48 h e pesado, a
diferenca de peso entre o inicio e final do experimento foi
atribuida a decomposicéo. Os dados foram apresentados em g

da diferenca obtida entre o inicio e final do experiemnto.

Matéria seca parte aérea

A determinacdo da producdo de matéria seca (MS) de
aveia nos tratamentos foi feita através do corte das plantas a 3
cm de altura do solo, com posterior secagem em estufa a 65 °C
por 72 h, sendo a matéria seca produzida expressa em g TME™.

Fauna edéafica — catacdo manual e extracdo em funil de
Berlese

A avaliacdo da fauna edafica por catacdo manual foi
feita para 1/2 da primeira camada de solo (0-10 cm). Desta

maneira, durante a desmontagem dos TMEs foi feita a triagem
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manual e contabilizacdo dos organismos da macrofauna. Ainda
para avaliagdo da fauna edafica ¥ da camada superficial de
cada TME foi levado ao Funil de Berlese para extracdo dos
organismos pertencentes a mesofauna. O objetivo do uso destas
duas metodologias ndo foi comparar os métodos, mas sim

coletar o méximo de organismos das amostras.

Enquitreideos

Para a contagem de enquitreideos utilizou-se 120 g de
solo retirado de ¥ da amostra da camada de 0-10 cm (mesma
porcdo utilizada para estabilidade de agregados).O namero de
enquitreideos foi determinado apds fixacdo com alcool (80%),
colorindo com rosa de Bengala (solucdo de 1% com etanol) e

peneiragem Umida (malha 103 mm).

Analise estatistica

Para identificar diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos os dados de fauna foram submetidos a uma anélise
de Permutagdes Multiplas — PERMANOVA com base no
indice de similaridade de Bray-Curtis. Como forma de avaliar
quais 0s grupos que mais contribuiram para separacdo dos
tratamentos observados na PERMANOVA efetuaram-se
analises de similaridade (SIMPER), obtendo-se a contribuigéo
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de cada espécie para a dissimilaridade observada entre o
controle e cada uma das doses de dejeto e agua usadas. Essas
analises foram efetuadas utilizando o programa PRIMER 6.0
(CLARKE; GORLEY, 2001).

A analise de Coordenadas Principais (PCoA) com base
na matriz de similaridade apds a aplicacdo do indice de Bray-
Curtis foi realizada para obter uma representacdo grafica das
respostas nos diferentes tratamentos. Para gerar as coordenadas
das amostras nos eixos utilizou-se a ferramenta PRCoord 1.0 e
o programa CANOCO 4.5 (TER BRAAK; SMILAUER, 2002)
para gerar os graficos de PCoAs.

As variaveis fisicas (umidade, resisténcia a penetracao,
diametro médio ponderado), quimicas (carbono organico,
matéria organica, pH, SMP, P, K, Na, Ca, Mg, Al, H+AIl, CTC
pH 7,0, CTC efetiva, saturacdo por Al, saturacdo por bases, Cu,
Zn, Fe, Mn, N, C, H, S), ataxa de decomposicdo do litter bag,
a producdo de matéria seca vegetal, o volume de lixiviado, a
riqueza da fauna (nimero de grupos), abundancia (ind. m?), e
morfotipos de colembolos (nimero de eco-morfotipos) foram
avaliadas por meio de modelos mistos lineares generalizados

(GLMM). As funcbes de distribuicdo utilizadas em cada
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GLMM foram selecionadas de acordo com os dados e o melhor
ajuste do modelo, para tanto as distribui¢fes usadas foram
distribuicdo de Poisson com link Log, distribuicdo Gamma com
link identidade e distribuicdo linear. Em todos os casos as
comparagdes multiplas foram realizadas com corregdes de
Bonferroni e foram considerados significativos valores de P <
0,05, esta analise estatistica foi realizada no SPSS Statistic 23
(SPSS INC., 2001).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as varidveis medidas no experimento foram
submetidas a andlise GLMM, para determinar as variaveis
explicativas que mais interferem nas variaveis respostas, no
entanto, aqui serdo apresentadas apenas as variaveis com efeito
dos tratamentos (P<0,05). Para facilitar a apresentacdo dos
resultados encontrados nas andlises estatisticas estes foram
separados para cada solo dentro de dois subtépicos de forma a
atender as duas diferentes hipdteses testadas 1) o efeito do DLS
na fauna do solo (Doses DLS vs Controle); e 2) o efeito da
agua na fauna do solo, pelacomparacdo Dose de DLS vs Dose

de agua.
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Efeito das Doses de DLS
Cambissolo Humico aluminico: O resultado da PCoA (Figura

5.5) mostra que ndo houve grande influéncia dos tratamentos,
apenas pequena separacdo das doses de 50 e 150 m® ha' e a
explicacdo para o eixo 1 foi de 36,3 % e do eixo 2 foi de 16,5
%. Para verificar se ha diferencas na composicdo das
comunidades da fauna entreos tratamentos foi utilizada uma
PERMANOVA e para identificar os grupos que foram
responsaveis por essas diferencas utilizou-se anélise de
similaridade de SIMPER. Os resultados destas analises
mostram diferenca apenas na dose de 150 m®ha e neste caso a
maior contribuicdo foi dos grupos larva, acaro e formiga com
32,2, 19,5 e 13,8 %, respectivamente.
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Figura 5.5 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Cambissolo Humico aluminico. Acarina (Aca), Chilopoda
(Chil), Colembolla (Colem), Coleoptera (Coleo), Diptera
(Dipt), Enchytraeidae (Enq), Formicidae (Form), Larvae (Lar)
e Oligochaeta (Oligo). Controle (CTRL), 20 m® ha' de DLS
(D20), 50 m® ha! de DLS (D50), 150 m® ha! de DLS (D150),
20 m® ha* de agua (A20), 50 m® ha* de &gua (A50) e 150 m3
ha! de 4gua (A150).Fonte: producio do proprio autor, 2016.

Os resultados encontrados na analise GLMM apontaram
diferencas estatisticas para nove variaveis e estas estdo
apresentadas na Figura 5.6. Observou-se decréscimo da
abundancia total de individuos (abund.) na menor na dose de
20 m® hal, entretanto, este efeito ndo foi observado nas
maiores doses. Comportamento similiar foi observado para o

teor decarbono microbiano (Cmic) no solo. Aumentos na
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emissdo de COzao0 décimo dia, foram observadas apenas na
dose de 150 m® ha! de DLS.

As concentracGes de Ca, Mg, e K foram maiores na
dose de 150 m® ha. Aumentos nos teores de P e Zn foram
observados nas doses 50 e 150 m*® hal.Esses resultados eram
esperados uma vez que a adicdo de DLS serve como fonte
destes elementos. Outra variavel que apresentou aumento foi a
umidade (150 m® hal), o que é explicado pelo volume de
material organico adicionado que ocasiona aumento na CRA
do solo.
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Figura 5.6— AnéliseGLMM do efeito das doses de DLS em
compracdo com o Controleno Cambissolo Himico aluminico.
Controle (CTRL), 20 m® ha'* (D20), 50 m® ha'* (D50) e 150 m3
ha' (D150).(1) Desvio padrio.*Varidveis significativas
(P<0,05).Fonte: producao do proprio autor, 2016.

Nitossolo Vermelho distroférrico: Para o NVd o resultado da

PCoA (Figura 5.7) mostra que o tratamento com adic¢ao de 150
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m3 ha! de DLS ficou separado dos demais tratamentos. E
apresentou elevada ligagdo com o numero de larvas
encontrados. A explicacdo para o eixo 1 foi de 41,2 % e do
eixo 2 foi de 15,2 %.

De acordo com o resultado da PERMANOVA ha
diferencas na composicdo da comunidade da fauna no
tratamento DLS 150 m® ha e pela analise de similaridade de
SIMPER a maior contribuicdo foi dos grupos larva,
hymenoptera e é&caro com 250, 17,0 e 10,7 %,

respectivamente.
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Figura 5.7- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Nitossolo Vermelho distroférrico. Acarina (Aca), Araneae
(Ara), Chilopoda (Chi), Colembolla (Colem), Coleoptera
(Coleo), Diplopoda (Dipl), Diptera (Dipt), Enchytraeidae
(Eng), Formicidae (Form), Hymenoptera (Hym), Larvae (Lar),
Lepidoptera (Lepd) e Oligochaeta (Olig). Controle (CTRL), 20
m? ha! de DLS (D20), 50 m® ha de DLS (D50), 150 m® ha
de DLS (D150), 20 m® ha* de 4gua (A20), 50 m® ha! de agua
(A50) e 150 m® ha' de agua (A150).Fonte: producdo do
préprio autor, 2016.

Os resultados encontrados na anélise GLMM indicaram
efeitos do DLS para sete variaveis (Figura 5.8). A abundéncia
total de organimos da fauna aumentou nas doses de 20 e 150

m3ha.Na dose de 20 m® ha observou-se elevado nimero de
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formigas em uma das unidades experimentais o que fez com
que a média ficasse mais alta. Esse tipo de situacdo pode
ocorrer em amostras indeformadas coletadas no campo, e a
amostragem pode ter sido feita préximo a um formigueiro. Ja a
elevada abundancia da dose de 150 m® ha* de DLS foi devida a
grande ocorrencia de larvas, especialmente de dipteras,
encontradas nessadose, ocasionada pelo acimulo de material
organico na superficie do solo o que favoreceu seu
desenvolvimento.

O Cmic aumentou com o aumento da dose de DLS
aplicada no solo, assim como 0 CO2_10 (CO; ao décimo dia), 0
que indica elevacdo na atividade bioldgica do solo. Esse é um
comportamento esperado quando sdo adicionados aos solos
elevados volumes de material organico. Nas varidveis quimicas
K, Na, P na dose de 150 m® hal e Mg nas doses de 50 e 150 m?
ha! tiveram suas concentragdes aumentadas por consequéncia

da aplicacdo destes nutrientes via DLS.
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Figura 5.8— Anéalise GLMM (P<0,05) na comparacdo do efeito
do DLS no Nitossolo Vermelho distroférrico. Controle
(CTRL), 20 m® ha (D20), 50 m® ha (D50) e 150 m® ha'
(D150).Variaveis significativas (*).Fonte: producdo do proprio
autor, 2016.

Dose de DLS vs Dose de Agua
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Cambissolo  Humico  aluminico: Os resultados da
PERMANOVA e da andlise SIMPER indicaram efeito da

aplicacdo de 50 m®ha sobre a composicéo da fauna edafica e

como grupos mais representativos os acaros, formigas e
dipteras com 24,1, 213 e 174 % de contribuicdo,
respectivamente. Os resultados da anéalise GLMM mostraram
que apenas seis variaveis foramdiferentes, as quais estdo
apresentadas na Figura 5.9, nesse caso, em geral as variaveis
apresentaram diferencas para a dose de 150 m? ha.

A abundéncia de individuos foi menor nas doses de 50 e
150 m® ha!, mas esse resultado ocorreu devido ao aumento no
namero de individuos nos tratamentos que receberam DLS.

Diferencas no Cmic também foram verificadas para as
mesmas doses que a abundéncia, porem nesse caso O
comportamento desta variavel ndo foi muito linear a adi¢do de
20 m®*haldedgua elevou o Cmic quando comparado com a
dose de 20 m® ha* de DLS, para as doses de 50 e 150 m® ha*
esse comportamento foi o inverso a adicdo de DLS aumentou o

Cmic em comparagdo com as respectivas doses de agua.
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Figura 5.9—- Andlise GLMM (P<0,05) na comparacdo DLS
noCambissolo Himico aluminico. Controle (CTRL), 20 m® ha’
! de DLS (D20), 50 m® ha* de DLS (D50), 150 m® ha* de DLS
(D150), 20 m® ha* de agua (A20), 50 m® ha* de agua (A50) e
150 m® ha! de agua (A150).Variaveis significativas (*).Fonte:
producéo do proprio autor, 2016.

A leitura da emisséo de CO,_10 apresentou

significativa diferenga na dose mais elevada. Essa diferenca foi
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promovida pela elevada emissdo de CO2 nas amostras que
receberam DLS. As variaveis quimicas Ca, Mg, e Zn foram
maiores no tratamento que recebeu 150 m? ha* de DLS, devido

a inclusdo desses elementos via DLS.

Nitossolo Vermelho distrofico: Diferentemente do CHa, de

acordo com os resultados encontrados nas analises
PERMANOVA e SIMPER néo ocorreram diferencas na fauna
do solo, indicando que nesse solo o aporte de grandes volumes
de 4gua ndo é capaz de afetar a estrutura da comunidade
edafica. Para os dados de GLMM ocorreram diferencas em
apenas trés variaveis as quais estdo apresentadas na Figura
5.10.

A abundancia total de organismos foi diferente para as
doses de 20 e 150 m® ha devido ao nimero de formigas e
larvas, respectivamente, conforme mencionado anteriormente.
Para o Cmic as diferencas foram de aumento nos tratamentos
que receberam 50 e 150 m?® ha! DLS em comparagdo com as
respectivas doses de &gua e a variavel CO,_10 teve esse

mesmo comportamento para as trés doses avaliadas.
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As diferencas encontradas através da analise de
SIMPER foram, exceto para NVd na comparacdo DLS vs &gua,
principalmente, devido a influéncia de larvas na maior dose de
dejeto. A elevada ocorréncia de larvas € devido a ocorréncia de
moscas que para realizar a oviposicdo buscam material
organico, em geral dejeto imido, pois ap6s a eclosdo as larvas
utilizam esse material como fonte de alimento até que evoluam
para 0 estagio de pupa, sendo assim esse resultado ja era
esperado e ja tem sido relatado na literatura. De acordo com
Castro et al. (2011) o aporte de DLS no solo em volumes de 50
m? ha! ja é suficiente para o aparecimento de larvas, mas que
volumes mais elevados favorecem maior biomassa de larvas.

Os resultados do GLMM, para o0 CHa e o NVdmostram
que a adicdo de DLS favorece abundancia de organismo
edaficos resultado que também foi verificada por Ponge et al
(2013) apds a aplicacdo de dejeto de suinos.Esse mesmo
comportamento foi relatado por Silva et al. (2014) avaliando o
uso de dejeto de suinos em solos no Rio Grande do Sul
verificou que doses de 40 e 80 m® hal aumentaram a
abundancia de organismos e quando o dejeto foi aplicado em
areas de cultivo minimo a dose de 80 m® hal favoreceu
também o aparecimento de &caros essesautores associaram esse

resultado com o aumento da taxa de decomposic¢do do material



213

no solo e ao aparecimento de &caros decompositores. No
presente trabalho a presenca de &caros contribuiu para a
diferenciacdo da comunidade edafica entre os tratamentos,
porém esses ndo foram separados de acordo com seus habitos
de alimentacéo.

A adicdo de material organico nos solos é capaz de
elevar a atividade bioldgica.Além da variavel abundancia,de
organismos que mostrou esse efeito, o carbono microbiano no
NVd também foi elevado. A quantificacio da biomassa
microbiana através do Cmic tem sido utilizada para avaliar
efeitos do uso de residuos organicos em solos (YADA et al.,
2015). O aumento no Cmic pode estar relacionado a quantidade
de substrato organico de facil degradacdo oriunda do DLS.
Esse mesmo comportamento foi observado por Quadro et al.
(2011) utilizando DLS até 18 t ha e de acordo com Oliveira et
al. (2009) o fornecimento de substrato organico estimula o
crescimento microbiano. Além da matéria organica, a atividade
microbiana pode ter sido aumentada pelas condi¢Ges mais

favoraveis de umidade apo6s a adigdo do DLS.
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Figura 5.10— Analise GLMM (P<0,05) na comparac¢do DLS no
Nitossolo Vermelho distroférrico. Controle (CTRL), 20 m® ha'!
de DLS (D20), 50 m® ha! de DLS (D50), 150 m® ha* de DLS
(D150), 20 m® ha! de agua (A20), 50 m® ha* de agua (A50) e
150 m® ha! de agua (A150).Variaveis significativas (*).Fonte:
producéo do préprio autor, 2016.

A emissdo de COz ocorre em uma taxa maior devido ao

material que estd sendo decomposto no solo. Terhoeven-
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Urselmans et al. (2009) mediram maior emisséo de CO poucos
dias ap6s a aplicacdo de dejeto de suino proveniente de
biodigestores quando comparado com solo que nédo recebeu o
material organico, segundo os autores 0 aumento na emissao
foi de 27 % ao final do experimento (50 dias). Em estudo
avaliando diferentes tratamentos para o dejeto de suino Bertora
et al. (2008) verificaram que o dejeto liquido mineralizou mais
C na forma de CO> do que a fracdo solida desse material, sendo
que a diferenca verificada foi trés vezes maior.

As diferencas encontradas para K, Mg e P nas maiores
doses de DLS avaliadas para ambos 0s solos, maiores teores de
Ca e Zn no CHa e de Na para o NVd ocorreram devido o
aporte destes nutrientes proveniente da aplicacdo de DLS. O
acumulo de nutrientes nos solos, como resultado desta prética
agricola ja foi reportado na literatura em diversos trabalhos
avaliando o uso agricola de DLS (GESSEL et al., 2004;
QUEIROZ et al., 2004; SCHERER et al., 2007; SCHERER et
al., 2010).
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5.4 CONCLUSOES

O uso de dejeto liquido de suinos alterou a composicao
da fauna edéafica de ambos os solos avaliados.

Os efeitos do DLS no acimulo de nutrientes
forammaiores no Cambissolo Humico aluminico que o
Nitossolo Vermelho eutroférrico.

No Nitossolo Vermelho eutroférrico a aplicacdo de
dejeto liquido de suinos na dose de 150 m® ha favoreceu o
desenvolvimento de larvas.

Em ambos os solos avaliados foi possivel perceber que
0 aporte de agua no sistema solo via DLS ndo foi capaz de

causar diferencas significativas na fauna edéafica.
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CAPITULO 6
O efeito da adicéo continuada do dejeto liquido de suinos

na fauna de solos subtropicais

Resumo

O potencial de uso de dejeto liquido de suinos (DLS) como
fertilizante agricola tem sido uma alternativa para seu descarte,
mas 0 Seu uso sem critérios tem causado grandes impactos
ambientais no solo e na agua e com base nesses riscos as
valiacbes da qualidade ambiental dos corpos receptores de
residuos tem recebido cada vez mais atencdo. O presente
estudo objetivou avaliar o efeito da continuidade do uso do
DLS sobre a diversidade estrutural das comunidades da fauna
do solo. Para tanto o estudo foi desenvolvido em Terrestrial
Models Ecosystems (TMEs) para determinar o efeito da
continuidade do uso de DLS, testando as doses de 20, 50 e 150
m3 ha! de dejeto que foram repetidas trés vezes espacadas
temporalmente em 25 dias em dois diferentes solos, um
Cambissolo Humico aluminico e um Nitossolo Vermelho
distroférrico. Além dos efeitos do uso de DLS objetivou-se
também saber se TMEs sdo metodologias adequadas para a
avaliacdo de efeitos da reaplicacdo de substancias ou residuos.
Os resultados desta etapa foram avaliados através de ANOVA
com comparagdo por Dunnett para as variaveis quimicas e
fisicas. As variaveis de composi¢do da fauna, abundancia de
organismos, riqueza de grupos e de eco morfotipos de
colémbolos foram avaliadas com o uso de PCOA,
PERMANOVA e SIMPER. Os resultados da continuidade de
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aplicacdo de dejeto mostram que para o Cambissolo HUmico
aluminico ocorreram alteracdes com as repetidas aplicacGes de
DLS, para o Nitossolo Vermelho distroférrico essas alteracdes
ndo responderam da mesma maneira mostrando maior
influéncia do uso do DLS do que da reaplicacdo desse residuo.

Palavras-chave: Cambissolo Himico aluminico, continuidade
de aplicacdo de dejeto liquido de suinos, estrutura da
comunidade edéafica nativa, Nitossolo VVermelho eutroférrico.
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Abstract:

The potential use of pig slurry (PS) as agricultural fertilizer has
been an alternative to its disposal, but their use without criteria
has caused major environmental impacts on soil and water, and
based on these risks the assessments of environmental quality
waste receiving bodies has received increasing attention. This
study aimed to evaluate the effect of continued use of the PS on
the structural diversity of soil fauna communities. For this
study was developed in Terrestrial Models Ecosystems
(TMES) to determine the effect of continued use of PS, testing
doses of 20, 50 and 150 m® ha* of manure that were repeated
three times spaced temporally in 25 days two different soils,
one Entisol Humic and Nitosol. In addition to the effects of
using PS aimed to also know if TMES are appropriate
methodologies for assessing effects of reapplication of
substances or waste. The results of this stage were evaluated by
ANOVA with Dunnett by comparison to the chemical and
physical variables. The faunal composition variables,
abundance of organisms, wealth groups and morphotypes echo
springtails were evaluated using PCoA, PERMANOVA and
SIMPER. The results of manure application continuity show
that for Entisol Humic changes with repeated applications of
PS for the Nitosol these changes did not respond in the same
way showing greater influence of the use of PS than the
reapplication of this waste.

Keywords: Entisol Humic, continuity of application of pig

slurry, structure of native edaphic community,Nitosol.
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6.1 INTRODUCAO

Avaliacbes de risco ecoldégico em abordagens
prospectivas objetivam definir valores seguros de aplicacdo de
substancias e residuos ao solo considerando as vias de
exposicdo, os receptores ecoldgicos e efeitos em niveis ndo
prejudiciais ao ambiente em questdo. Esse tipo de andlise
utiliza ensaios laboratoriais ou de semi-campo e sdo
desenvolvidos para considerar efeitos morfolégicos e
fisiolégicos nos individuos e lancam mao de protocolos
padronizados e os resultados sdo, entdo, extrapolados ao nivel
de comunidade (VAN GESTEL, 2012).

Uma lacuna na avaliacdo de impactos ecoldgicos € que
a metodologia dos testes, padronizados mundialmente, néo
considera avaliacbes do efeito de reaplicacdo do residuo ao
longo do tempo, como acontece com dejetos da pecuéria de
confinamento, que sdo aplicados anualmente nos solos. Desta
maneira, desenvolver metodologias ou adaptacbes que
permitam esse tipo de avaliagdo ecotoxicolégica tem

fundamental importancia para conhecer as respostas que a
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fauna edéafica tem frente a exposicdo de repetidas aplicacdes de
um dado contaminante.

Alternativamente aos ensaios laboratoriais é possivel a
realizacdo de estudos em mesocosmos, neste caso em TMEs
(Terrestrial Model Ecossystems) e desta maneira incluir a
abordagem de avalia¢Oes de efeitos resultantes da reaplicacdo
de substancias ou residuos. A aplicabilidade dos TMEs esta
baseada na simulacdo de processos e interacdes dos
componentes do ecossistema podendo fornecer informagdes
mais completas que os testes ecotoxicoldgicos padrdes de
laboratdrio, permitindo que os servicos prestados por diferentes
niveis da cadeia tréfica sejam considerados durante a avaliacéo
experimental (VAN GESTEL, 2012).

A importancia da preservacdo da biodiversidade,
incluindo, a biodiversidade edafica estd diretamente
relacionada as funcBes exercidas pela fauna e ao
provisionamento dos servigos prestados pelos ecossistemas. E
para que seja possivel proteger a biodiversidade é necessario
conhecer o comportamento de espécies, grupos ou populacdes
nos ambientes frente as exposi¢cOes dos contaminantes de
interesse.

Para alcancgar resultados mais realistas é importante

utilizar ndo apenas espécies especificas individualmente, mas
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abordagens com indicadores de alteragcdo de comunidades
edéficas para a obtencdo de respostas e estabelecimento de
modelos ecoldgicos mais completos.

Com base na utilizacdo de TMEs para analises de
toxicidade e na importancia da fauna edafica como indicadora,
0 objetivo deste trabalho foi avaliaro efeito da adigéo
ontinuidade de DLS no solosobre a composicao da comunidade
edafica, em sucessivas aplicacdes do residuo em uma escala
temporal, utilizando TMEs na analise do risco deste tipo de

residuo.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Dejeto liquido de suinos

O dejeto liquido de suinos (DLS) foi coletado
diretamente da unidade produtora de suinos de terminacdo da
EMBRAPA Suinos e Aves. Antes de ser utilizado passou por
um processo de estabilizacdo quimica de 120 dias (CQFRS/SC,
2004.
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A caracterizagdo do DLS foi feita segundo a
metodologia de van Raij (2001) e o percentual de carbono e
nitrogénio total do solo foram analisados pelo método de
combustdo total utilizando o analisador elementar LECO-CN
2000. Na Tabela 2.1 (Capitulo 2) estdo apresentadas as
caracteristicas fisico-quimicas do DLS.

6.2.2 Doses

As doses utilizadas para os dois solos foram definidas
de acordo com os resultados obtidos nos experimentos
descritos nos Capitulos 2 e 3. Para o desenvolvimento do
presente experimento foram, portanto, escolhidas as doses de
20, 50 e 150 m® ha. A escolha de tais doses esta baseada nos
resultados a sequir:

ECso para colémbolos — CHe 15,3 m® ha* (14,3 — 16,4 m® ha'l)
NVd 15,8 m® ha? (12,7 — 19,0 m® ha!)
ECso para minhocas — CHe 112,0 m® ha* (68,4— 133,4 m® ha!)
NVd ndo foi possivel calcular
ECso para enquitreideo — CHe 17,7 m® ha* (10,8 — 24,5 m® ha
Y
NVd 45,0 m® ha! (30,2 — 59,9 m® hal)
ECso para acaros — CHe 92,5 m® ha® (73 - 112 m® ha'l)
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NVd 82,6 m® ha! (65,3 — 99,9 m® hal)

6.2.3 Areas de coleta de TMEs

Duas diferentes areas foram selecionadas para realizar a
coleta dos TMEs. A primeira delas localizada no municipio de
Lages, SC (-27.311710, -51.990814) e pertence a uma
propriedade produtora de leite, durante a coleta essa area estava
sendo cultivada com pastagens de inverno (Avena sativa +
Lolium multiflorum), e era utilizada para um sistema de
Integracdo Lavoura-Pecuéria, sem uso de dejeto liquido de
suinos. O solo desta area é um Cambissolo Humico aluminico.

A segunda area escolhida é um Nitossolo Vermelho
distroférrico (NVd), localizada no municipio de Concordia, SC,
na area experimental da Embrapa Suinos e Aves (27.068702, -
52.623913). A érea escolhida era utilizada em um sistema de
Integracdo Lavoura-Pecuaria, € ndo tinha histérico de uso de
dejeto liquido de suinos nos altimos 10 anos. No momento da
coleta essa area estava sendo utilizada para o cultivo de aveia
(Avena sativa). A analise fisico-quimica dos solos esta

apresentada na Tabela 5.1 (Capitulo 5).
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6.2.4 Metodologia de coleta

Para cada uma das areas foram coletados 45 TMESs 0s
quais se caracterizam por serem amostras de solo com estrutura
preservada com 40 cm de altura e didmetro de 17,5 cm. A
coleta foi realizada com o auxilio de uma retroescavadeira que
introduzia o amostrador + tubo de PVC no solo e entdo
removia-os do solo, o tubo de PVC contendo a amostra de solo
era entdo retirado do amostrador e levado para o laboratério. O

esquema da coleta esté detalhado na Figura 5.1 (Capitulo 5).

6.2.5 Tratamentos e delineamento estatistico

Os tratamentos constituiram-se da combinacdo de dois
diferentes solos (Nitossolo Vermelho distroférrico e
Cambissolo Humico aluminico) submetidasa trés doses de DLS
(20, 50 e 150 m® ha') repetidas em trés tempos de aplicacio
(T1, T2 e T3)com intervalos de 25 dias. O delineamento
utilizado foi de blocos ao acaso, sendo os blocos os tempos de
aplicacdo. O namero de repeticBes foi calculado de acordo com
0 nimero de TMEs disponiveis. Para facilitar o entendimento
das repeticbes por tratamento e por tempo de coleta a

distribuicdo dos TMEs esté descrita no Quadro 6.1.
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Quadro 6.1- Distribuicdo das repeti¢bes por tratamento e por

tempo de aplicagéo

Controle
Controle= 3 Tempos x 4 repeti¢cdes/tempo 12 TME’s
Dejeto
Dose 1 = 3 Tempos x 4 repeticdes/tempo 12 TME’s
Dose 2 = 3 Tempos x 4 repetigdes/tempo 12 TME’s
Dose 3 = 3 Tempos x 3 repeticdes/tempo 9 TME’s
Total 33 TME’s
Total geral 45 TME’s

Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

6.2.6 Manutencgdo do experimento

Os TMEs, em laboratério, ficaram em uma sala

climatizada armazenados em carts que possuiam uma abertura

adequada a cada um dos tubos. Nesses carts eram simuladas as

condicbes de campo de um solo com o auxilio de uma

serpentina de resfriamento, na parte de baixo dos tubos que

eram, entdo, mantidos a 12 °C e a superficie destes mantidas a

24 °C (temperatura da sala climatizada) gerando assim um

gradiente de temperatura ao longo da amostra de solo (Figura

5.2 no capitulo 5).
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Durante o periodo experimental os TMEs foram
regados com solugdo de chuva artificial (Velthorst, 1993), a
cada dois dias. O volume de chuva fornecido foi de 115 mL
para 0 NVd e 50 mL para o CHa e foram estabelecidos com
base no regime hidrico dos ultimos 10 anos da regido de coleta
dos solos Concérdia e Lages, respectivamente.

Anteriormente ao inicio do experimento os TMEs
foram mantidos nos carts durante 10 dias para aclimatacéo.
Nesse mesmo periodo procedeu-se o corte das gramineas
presentes no solo e realizou-se a semeadura de aveia branca
(Avena sativa). Passados os 10 dias de aclimatacdo o
experimento foi iniciado, os TMEs receberam as respectivas
doses de DLS e foram colocados os litter bags em cada um dos
TMEs (Figura 4.3 no capitulo anterior).

Decorridos 25 dias ap0s a primeira adicdo de doses de
DLS, os TMEs do T1 foram coletados para avaliacdo. Os
demais receberam a segunda aplicacdo de DLS. Passados 25
dias da segunda aplicacdo os TMEs do T2 foram coletados e
nova aplicacdo de DLS foi realizada nos TMEs restantes,
referentes ao T3, os quais foram desmontados ao final de mais
25 dias. No total o periodo experimental durou 85 dias: 10 dias
de aclimatacdo mais 75 de conducdo do experimento - 25 dias
para cada tempo de amostragem (3 x 25). Durante o periodo
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experimental foram realizadas medicOes da emissdo de CO:
(descritas a seguir) e as demais analises foram realizadas apés a
desmontagem do experimento.
Avaliacédo do fluxo de CO»

A avaliagéo do fluxo de CO2 do sistema foi feita aos 10
e 20 dias apds cada uma das aplicagdes de dejeto liquido de
suinos e agua. Foram feitas quatro medicGes de dois minutos
cada em trés réplicas de cada um dos tratamentos, tais
medicdes foram realizadas com o auxilio do equipamento Licor
LI 8100, um sistema que consiste em uma camara fechada,
acoplada sobre os TMEs. Em seu modo de medicéo, o sistema
monitora as mudancas na concentracdo de CO dentro da
camera, por meio de espectroscopia de absorcdo Optica na

regido do infravermelho.

6.2.7 Avaliacdo dos TMEs

Em cada um dos tempos 15 TMEs foram desmontados
(4 Controles; 4 replicasdas doses 20 e 50 m® ha® de DLS e 3
replicas da dose 150 m?® ha* DLS). A desmontagem consistiu
em fazer o corte da parte aérea da vegetacdo para estimar a

producdo de matéria seca e na retirada dos litter bags, apos
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iIssoos TMEs foram removidos dos carts e a amostra de solo
retirada do tubo de PVC.

A amostra indeformada foi dividida em trés distintas
camadas de profundidade (0-10; 10-20 e 20-40 cm); a camada
superior (0-10 cm) foi dividida em trés porgdes (1/2 + 2 x 1/4).
Cada uma das camadas foi utilizada para a realizacdo das
analises que serdo descritas a seguir. Na Figura 5.4 (Capitulo 5)
estdo apresentadas as etapas de desmontagem, bem como a
divisdo das amostras.

Analises quimicas

Para caracterizacdo do solo dos tratamentos utilizou-se
parte do solo proveniente da % da amostra da camada
superficial (0-10 cm) (Figura 4.4) e, entdo, foi realizada analise
quimica para a fertilidade de acordo com metodologia descrita
por Tedesco et al. (1995).

Analises quimicas

Para caracterizacdo quimica das amostras de cada
tratamento utilizou-se parte do solo proveniente da % da
amostra da camada superficial (0-10 cm) (Figura 5.4). Foram
determinadas as seguintes caracteristica: Ca, Mg, Al, H+AI,
CTC efetiva, CTC pH7,0 (cmol dm™) saturacdo por Al,
saturacdo de bases, matéria organica, carbono organico (%), P,
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K, Na, Cu, Zn, Fe, Mn (mg dm) de acordo com metodologia
descrita por Tedesco et al. (1995).

Para determinacdo do teor de carbono organico total
(COT), N total e S total amostras peneiradas a 2 mm e secas a
60 °C foram moidas em gral de porcelana. Os elementos foram
determinados por combustdo seca pelo Autoanalisador de
Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio e Enxofre (CNHS)

equipamento Elementar Vario EL Cube®.

Anélises fisicas

Nos TMEs ainda intactos foi determinadaa resisténcia a
penetracdo até 10 cm de profundidade em cada uma das
unidades experimentais, com medidor automatico SoloTrack
Falker®. A umidade do solo foi determinada no laboratério
com as amostras secas em estufa a 105 °C por 24 horas para
cada umas das trés distintas camadas (0-10; 10-20; 20-40 cm),
retirando 50 g de solo ndo peneirado.

A estabilidade de agregados foi determinada por
peneiramento Umido, em agregados entre 4,76 e 8,35 mm, de
acordo com a metodologia de Kemper; Chepil (1965), sendo o

aparelho composto por quatro peneiras (4,75; 2,00; 1,00 e 0,25
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mm). A estabilidade dos agregados foi representada pelo
didmetro médio ponderado (DMP).Para essa analise foi

utilizado ¥ da amostra da camada mais superficial (0-10 cm).

Anédlise da fosfatase acida

As andlises da enzima foram realizadas com solo
peneirado a 2 mm proveniente da %2 da amostra da camada de
0-10 cm para cada repeticdo dos dois solos avaliados. A analise
foi desenvolvida com adaptacdes ao método de Tabatabai;
Bremner (1969); para a andlise foi utilizado 1 g de solo com a
mistura de 1 mL de p-nitrofenyl fosfato + 4 mL de uma solucéo
tampdo com pH 6,5 (MUB, pH 6,5), incubada com agitacédo
durante 2 h a 35 °C em tubos Falcon de 50 mL, Apds a
incubacéo as amostras receberam de | mL CaCl, (0,5 mol L)
+ 4 mL de um solucédo de tris(hidroximetil) aminometano (0,5
mol L), os tubos foram agitados por 30 s e posteriormente
centrifugados por 4 min a 300 RPM. Um volume de200 uL foi
utilizado para medir a atividade da fosfatase por quantificagdo
espectrométrica a 405 nm do p-nitrofenol liberado na mistura
centrifugada. Efetuou-se a analise em triplicata para cada uma

das repeticGes do campo mais duas repeticOes de controle.

Carbono microbiano
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O carbono da biomassa microbiana (Cmic) foi
determinado pelo método de fumigacdo-extracdo (VANCE et
al., 1987), para tanto utilizou-se solo peneirado a 2 mm
provenientes de 1/2 camada superficial do solo dos TMEs
(Figura 4.4) com trés repeticOes laboratoriais, sendo trés
amostras fumigadas e trés ndo fumigadas. A fumigagdo foi
realizada com cloroformio (CHClz). As amostras foram
incubadas em dessecador por 24 h em 25 °C e na auséncia de
luminosidade, ap6s isto o CMic foi extraido com sulfato de
potassio 0,5 mol L (K2SOs) agitando por 30 min, permitindo a
decantagdo por uma hora e procedida a filtracdo em filtro de
papel. A leitura das amostras foi realizada através da oxidacao
destas com dicromato de potassio (K2Cr,07). 66,7 mmol L1 O
teor de C solavel foi determinado por titulagio com
Fe(NH4)2(S04)2.6H20 33,3 mmol L™ na presenca do indicador
difenilamina (1%). O CMic foi calculado pela diferenca entre
carbono extraido do solo fumigado e ndo fumigado
multiplicada pelo fator de correcdo KEC = 0,33, que representa
a eficiéncia da extracao de 33 %, proposto por Sparling; West
(1988), para solos com baixo pH.

Decomposicao da palhada - Litter bags
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Os litter bags foram confeccionados com tela de nylon
de 2 mm de abertura, com dimensdes de 5 x 5 cm, contendo 0,5
g de aveia (A. sativa) seca a 65 °C por 48 h. Cada TMEs
recebeu um litter bag que permaneceu no solo até o dia de
desmontagem do experimento, quando entdo o conteldo de
cada um deles foi retirado, seco a 65 °C por 48 h e pesado, a
diferenca de peso entre o inicio e final do experimento foi
atribuida a decomposicdo. Os dados foram apresentados em g

da diferenga obtida entre o inicio e final do experimento.

Matéria seca parte aérea

A determinacdo da producdo de matéria seca (MS) dos
tratamentos foi feita através do corte das plantas a 3 cm de
altura do solo, o material coletado foi seco em estufa a 65 °C
por 72 h e a matéria seca produzida foi expressa em g TME™.

Os tratamentos dos Tempos 2 e 3 de amostragem
tiveram 2 e 3 cortes da pastagem, respectivamente, e a MS
produzida foi expressa pela soma dos tempos. O corte realizado
em cada um dos tempos foi feito para adicionar o DLS
diretamente sobre o solo e também por essa ser um a pratica
amplamente difundida em nivel de campo, onde 0s animais

pastejam as areas e entdo essas recebem uma aplicagdo de DLS
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para favorecer o crescimento para o proximo periodo de

pastejo.

Carbono organico total, nitrogénio total, enxofre total

Para determinagdo do teor de carbono organico total
(COT), N total e S total amostras peneiradas a 2 mm e secas a
60 °C foram moidas em gral de porcelana. Os elementos foram
determinados por combustdo seca pelo Autoanalisador de
Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio e Enxofre (CNHS)
equipamento Elementar Vario EL Cube®.
Fauna edéfica — catacdo manual e extragdo em funil de
Berlese

A avaliacdo da fauna edéafica por catacdo manual foi
feita para 1/2 da primeira camada de solo (0-10 cm) e para o
volume total das demais camadas. Desta maneira, durante a
desmontagem dos TMEs foi feita a triagem manual e
contabilizacdo dos organismos da macrofauna. Ainda para
avaliacdo da fauna edafica ¥4 da camada superficial de cada
TMEs foi levado ao Funil de Berlese para extracdo dos

organismos pertencentes a mesofauna. O objetivo do uso destas
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duas metodologias ndo foi comparar os métodos, mas sim

coletar a totalidade de organismos das amostras.

Enquitreideos

Para a contagem de enquitreideos utilizou-se 120 g de
solo retirado de ¥ da amostra da camada de 0-10 cm (mesma
porcdo utilizada para estabilidade de agregados), o nimero de
enquitreideos foi avaliado apds fixacdo com alcool (80%),
colorindo com rosa de Bengala (solugdo de 1% em etanol) e
peneiragem Umida (malha 103 mm).

Extracéo e morfotipagem de colémbolos

Os colémbolos coletados nas amostras, principalmente
por Funil de Berlese, foram separados por eco morfotipos de
acordo com a classificacdo usada por Carvalho, 2012. Nessa
classificacdo cinco caracteristicas morfoldgicas (olhos, antena,
farcula, pelos e coloracdo) foram avaliadas e atribuidos pesos
(0, 2 e 4), a soma dos pesos atribuidos as caracteristicas
determinaram o eco morfotipo do colémbolo. Os eco-
morfotipos foram entdo divididos em trés categorias (epigeos,
semiedaficos e edaficos) de acordo com a profundidade em que

preferencialmente habitam o solo. Na Tabela 5.2 sdo
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apresentadas as caracteristicas e seus respectivos pesos, ja a
classificacdo dos eco-morfotipos estd na Tabela 5.3.

Tabela 5.2 — Classificagdo de colémbolos por tipos eco-
morfoldgicos.

Caracteristica Endpoint Peso
Presente 0
Olhos
Ausente 4
> comprimento do corpo 0
Comprimento da > 0,5 x comprimento do ,
antena corpo _
< 0,5 x comprimento do
corpo 4
Bem desenvolvida 0
Farcula Reduzida/ Curta 2
Ausente 4
Pelos /Escamas Presente 0
Ausente 4
Colorido com padrdes 0
Coloragéo Colorido sem padrdes 2
Auséncia de cor 4

Adaptado de Carvalho, 2012.
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Tabela 5.3 — Classificacao dos tipos eco-morfologicos

Morfotipos
Soma
Epigeos 0-6
Semiedéficos 8-12
Edéaficos 14-20

Adaptado de Carvalho, 2012.

Anélise estatistica

Os resultados utilizados para a analise estatistica deste
experimento sdo provenientes de diferencas obtidas entre os
resultados das amostras de Controle e das doses de DLS em
cada um dos tempos para as variaveis estudadas. Para facilitar
0 entendimento de como essas diferencas foram obtidas segue
0 exemplo de uma das variaveis que foi medida durante a
conducéo deste trabalho.

O exemplo que seré descrito é para a variavel umidade
do NVd para o primeiro tempo de aplicacdo de DLS. De cada
uma das amostras da dose 20 m® ha! foi subtraido o valor da
leitura dos Controles, conforme representado na Tabela 6.1

pelas setas pretas.
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Tabela 6.1- Representacdo da obtencdo combinacbes a partir
das diferengas entre o controle e osresultados dos tratamentos
com 20m3 ha! de dejeto para Umidade no Nitossolo Vermelho
distroférrico.

Amostras (repeticdo) Umidade (%) Umidade (%) Amostras (repeticéo)
Controle (1) 23,95 22,10 Dejeto 20 m® ha't (1)
Controle (2) 26,68 24,29 Dejeto 20 n® ha't (2)
Controle (3) 20,64 22,74 Dejeto 20 m® ha't (3)
Controle (4) 28,62 23,53 Dejeto 20 m® ha'® (4)

Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

Apos realizar esse procedimento para todas as amostras
obteve-se 16 valores para cada uma das doses. Os valores
obtidos no exemplo acima estdo apresentados na Tabela 6.2.

Apbs obter as diferencas da subtracdo esses valores
foram submetidos a ANOVA one-way e comparados através do
teste de Dunnett (P<0,05). Para tanto, os valores obtidos entre
as diferencas das doses e o controle do Tempo 1 foram
consideradas o Controle da andlise e, portanto, a analise foi
usada para saber se as diferencas dos tempos 2 e 3 eram
maiores que as diferencas obtidas no Tempo 1.
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Tabela 6.2— Diferencas obtidas a partir da subtracdo dos
valores de leitura dos Controle da repeticdo 1 da dose 20 m*ha-
! de DLS.
Diferenca entre DLS 20 m® ha! e Controle

-1,85

-2,39

2,10

-5,09

Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

Os dados de fauna foram para cada tempo de avaliacéo
submetidos a uma andlise de Permutacfes Madltiplas —
PERMANOVA com base no indice de similaridade de Bray-
Curtis. Como forma de avaliar quais grupos que mais
contribuiram para separacdo entre os tratamentos efetuou-se
uma andlise de similaridade - SIMPER, obtendo-se a
contribuicdo de cada grupo para a dissimilaridade observada
entre o controle e cada uma das doses de dejeto usadas, tais
analises foram efetuadas no programa PRIMER 6.0 (CLARKE;
GORLEY, 2006). Analise de Coordenadas Principais (PCoA)
com base na matriz de similaridade apos a aplicacdo do indice
de Bray-Curtis foi realizada para obter uma representacdo
gréfica das respostas nos diferentes tratamentos. Para gerar as

coordenadas das amostras nos eixos utilizou-se a ferramenta
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PRCoord 1.0 e o programa CANOCO 4.5 (TER BRAAK;,
SMILAUER, 2002) para gerar os graficos de PCoAs.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as varidveis medidas no experimento foram
submetidas a ANOVA one-way, no entanto aqui serdo
abordadas apenas as variaveis que apresentaram diferencas
significativas (P<0,05). E importante ressaltar que para realizar
a ANOVA foram utilizadas as diferencas entre o controle e as
doses de dejeto dentro dos Tempos 2 e 3 de avaliacdo e que
foram consideradas estatisticamente diferentes os casos em que
as diferencas eram maiores do que no Tempo 1. Para facilitar a
apresentacdo dos resultados encontrados os efeitos serdo
descritos para cada classe de solo em separado (Cambissolo

Hdmico aluminico e Nitossolo Vermelho distrofico).

CambissoloHumico aluminico

O resultado da PCoA (Figura 6.1) mostra que houve
separacio do tratamento de 20 m® ha* dos demais, também foi
possivel perceber relagdo entre o grupo chilopoda e o controle,
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esse grupo esteve presente apenas nesse tratamento o que pode
significar que a utilizacdo de DLS causa efeitos negativos
sobre a presenca de chilopodas. Os tratamentos de 50 e 150 m®
ha! ndo apresentaram clara associagdo com grupos especificos
da fauna edafica. A explicagdo para o eixo 1 foi de 35,6 % e do
eixo 2 foi de 25,4 %.
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Figura 6.1- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Cambissolo Humico aluminico no primeiro tempo de
avaliacdo. Acarina (Aca), Chilopoda (Chil), Colembolla
(Colem), Coleoptera (Coleo), Diptera (Dipt), Enquitreideo
(Enq), Formicidae (Form), Larvae (Lar) e Oligochaeta
(Oligo).Fonte: producéo do proprio autor, 2016.
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Para verificar se houve diferencas na composi¢éo das
comunidades da fauna entre os tratamentos foi utilizada
PERMANOVA e para identificar os grupos que foram
responsaveis por essas diferencas utilizou-se analise de
similaridade de SIMPER. Os resultados desta analise mostram
que apenas a dose de 150 m? ha! foi significativa e nesse caso
a maior contribuicdo foi dos grupos larva, &caro, formiga e
colémbolos com 30,9, 19,1, 13,3 e 11,8 %, respectivamente.

A PCoA gerada com os dados de frequéncia de cada
grupo da fauna edéfica para o segundo tempo de avaliacdo
(Figura 6.2) mostra que ocorre maior separacdo dos
tratamentos com 50 e 150 m® ha! dos demais tratamentos e ha
relacdo entre as maiores doses de DLS e a presenca de larvas.
A PCoA também apresenta maior separacao entre o tratamento
com 20 m® hal e o controle. O comportamento dos grupos
nesse segundo tempo de avaliacdo mostra que existe efeito do
uso de DLS ao longo do tempo, pois diferentemente do Tempo
1 os tratamentos estdo separados entre si. A explicagédo para o
eixo 1 foi de 38,1 % e do eixo 2 foi de 21,6 %.

Os resultados obtidos a partir da PERMANOVA para o

Tempo 2 apontaram diferenca entre o controle e o tratamento
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150 m® ha! e os grupos que mais contribuiram para as
diferengas entre as comunidades destes dois tratamentos foram

larvas e formigas com 31,6 e 14,2 %, respectivamente.
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Figura 6.2- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Cambissolo HUmico aluminico no segundo tempo de
avaliacdo. Acarina (Aca), Chilopoda (Chil), Colembolla
(Colem), Coleoptera (Coleo), Diptera (Dipt), Enchytraeidae
(Enq), Formicidae (Form), Larvae (Lar) e Oligochaeta
(Oligo).Fonte: producéo do proprio autor, 2016.

O terceiro tempo de avaliagdo mostra separacdo do
tratamento 150 m® ha* (Figura 6.3). A explicacdo do primeiro
eixo da PCoA foi de 41,7 % e do segundo eixo foi de 23,3 %.A

separacdo apontada na PCoA é confirmada pela
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PERMANOVA que mostra que ha diferenca na composicao da
fauna entre esse tratamento e o controle. As diferencas sé&o
causadas pelos grupos larvas com 30,5 % de contribuicéo e que
estd especialmente associado a maior dose de DLS, e também
aos grupos colémbolos, acaros, enquitreideos e minhocas com
13,7,11,7, 10,5, 10,3 % de contribuicdo, respectivamente e que
estdo relacionados aos demais tratamentos.

Os resultados da ANOVA apontaram oito variaveis
onde as diferencas obtidas entre as doses e o controle foram
maiores nos Tempos 2 e 3 do que no Tempo 1 o que significa
dizer que para essas varidveis ocorreu efeito apos a reaplicagdo
de DLS.

As variaveis relacionadas a atividade bioldgica que
foram significativas para o Tempo 2 e 3 foram riqueza de
grupos edéficos, carbono microbiano (Cmic), emissdo de CO>
ao décimo dia (CO2_10) e atividade da fosfatase &cida (Fosf.)
(Figura 6.4). A rigueza de grupos foi reduzida nas doses de 50
e 150 m® ha! para o Tempo 2, e na dose de 150 m® ha* para o
Tempo 3. Essa reducdo significa que os efeitos sobre a fauna
do solo foram mais pronunciados nas segunda e terceira

aplicacbes de DLS, demonstrando a importancia de
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considerarmos efeitos da aplicacdo continuada no solo sobre a

biodiversidade da fauna edéfica.
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Figura 6.3- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Cambissolo HUmico aluminico no segundo tempo de
avaliacdo. Acarina (Aca), Araneae (Ara), Chilopoda (Chil),
Colembolla (Colem), Coleoptera (Coleo), Diptera (Dipt),
Enchytraeidae (Eng), Formicidae (Form), Isopoda (Iso), Larvae
(Lar) e Oligochaeta (Oligo).Fonte: producdo do préprio autor,
2016.

O Cmic foi mais elevado nas doses de 50 e 150 m® ha't
no Tempo 2 e 150 m® ha no Tempo 3, essa variavel tende a
ser mais elevada quando é realizada aplicacdo de material
organico de facil decomposi¢do como é o caso do DLS, aliado

ao aumento do Cmic ocorreu maior emissdo de CO, para a
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maior dose de DLS nos 2 tempos de leitura, indicando que a
maior atividade microbiologica (Cmic) promoveu a maior
decomposicdo do material e liberagdo de CO,. Como
consequéncia da maior atividade biologica também ocorre
maior taxa de decomposicdo do litter bag na maior dose de
DLS no ultimo tempo.
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10,00 35000,00
* *
800 30000,00 *
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7,00 * 25000,00 L
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6.00 I 20000,00 I I
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15000,00 I
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3,00 10000,00
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5000,00
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0,00 0,00
Ctrl D20 D50D150 Ctrl D20 D50D150 Ctrl D20 D50D150 Ctrl D20 D50D150 Ctrl D20 D50D150 Ctrl D20 D50D150
CO, 10 (umol/m?/s) Fosf. (ug pNP/g.dm/h)
40,00 140,00

*

* *
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Figura 6.4— Analise ANOVA, P<0,05 pelo teste de Dunnett,
para Cambissolo Humico aluminico. Controle (CTRL), 20
mha! (D20), 50 m* ha (D50) e 150 m? ha* (D150). Tempo 1
(7), Tempo 2 (m) e Tempo 3 (W). () Desvio padrdo.Variaveis
significativas (*).Fonte: producgéo do préprio autor, 2016.
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A atividade da fosfatase &cida foi maior com a
aplicacdo de DLS exceto na dose de 150 m? ha! para o tempo
2. A fosfatase acida é responsavel pela mineralizacdo do P
organico, e sua atividade foi aumentada pelo aporte de P via
DLS, no entanto na dose de 150 m3 ha' no Tempo 2 sua
atividade foi reduzida, o que pode ser resposta da alta
concentracdo de P na solucdo do solo, fato que causa inibicdo
na atividade desta enzima.

O carbono organico (CO) também variou com a dose,
com aumentos no seu teor apenas na dose de 150 m® ha? no
Tempo 2. No T3, a umidade do solo foi maior em todas as
doses de DLS o que se deve ao aumento na CRA que ocorre
apos a aplicacdo de DLS nos solos. O Zn apresentou maior
concentracdo em todas as doses de DLS no tempo 2, esse
comportamento ndo foi observado no Tempo 3, mas pode ter
ocorrido maior lixiviacdo deste elemento nas amostras do
Tempo 3 (Figura 6.5).
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Figura 6.5 Anélise ANOVA, P<0,05 pelo teste de Dunnett,
para Cambissolo Himico aluminico. Controle (CTRL), 20 m3
ha! (D20), 50 m® ha! (D50) e 150 m® ha* (D150). Tempo 1 (
), Tempo 2 (m) e Tempo 3 (M). (T) Desvio padrdo.Variaveis
significativas (*).Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

Nitossolo

Na Figura 6.6 estd apresentado o resultado da PCoA
para o primeiro Tempo de avaliagdo no NVd. H& uma clara
relagdo entre o tratamento com 150 m3 ha' e a presenca de

larvas, também existe associacdo dos tratamentos controle e 20
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m3 ha'lcom a maior diversidade de grupos. A explicagdo para o
eixo 1 foi de 56,2 % e do eixo 2 foi de 13,9 %.

Com base no resultado da PERMANOVA a dose de
150 m® ha! teve diferente composi¢io da comunidade edafica
especialmente causada pelos grupos larva, hymenoptera e acaro

com 25,0, 17,0 e 10,7 %, respectivamente.
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Figura 6.6- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Nitossolo Vermelho distroférrico no primeiro tempo de
avaliacdo. Acarina (Aca), Araneae (Ara), Chilopoda (Chil),
Colembolla (Colem), Coleoptera (Coleo), Diplopoda (Dipl),
Diptera (Dipt), Enchytraeidae (Eng), Formicidae (Form),
Hymenoptera (Hym), Larvae (Lar), Lepidoptera (Lepd) e
Oligochaeta (Oligo).Fonte: produgéo do proprio autor, 2016.
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Para o segundo tempo (Figura 6.7) de avaliacdo a PCoA
mostra que, da mesma maneira que no Tempo 1, ocorreu maior
separacio do tratamento com 150 m® ha! e ha relagdo entre a
maior dose de DLS com a presenca de larvas. Os demais
tratamentos ndo tém separacdo ou relacdo tdo nitida. A
explicacdo para o eixo 1 foi de 39,7 % e do eixo 2 foi de 18,0
%.

Os resultados obtidos a partir da PERMANOVA para o
Tempo 2 indicaram diferencga entre o controle e os tratamentos
50 e 150 m® ha! de DLS e os grupos que mais contribuiram
para as diferengas entre as comunidades destes dois
tratamentos foram formigas, minhocas, colémbolos e acaros
com 25,5, 12,1, 11,4 e 10,2 %, respectivamente para a dose de
50 m® hal. Ja para a dose de 150 m® hal os grupos que
promoveram as diferencas na comunidade edafica foram
formigas, larvas, colémbolos e minhocas com contribuicdo de
25,5,19,0, 12,2 e 10,6 %, respectivamente.

A PCoA do terceiro tempo de avaliagio mostra
separacio do tratamento 150 m® ha* (Figura 6.8). A explicacéo
para o eixo 1 foi de 33,4 % e do eixo 2 foi de 18,8 %. As

diferengas na composigdo da fauna edéafica foram confirmadas
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pela PERMANOVA e causadas pelos grupos &caros, dipteras,
eco morfotipo de colémbolos 8, larvas e enquitreideos com
22,3, 15,7, 125, 108 e 106 % de contribuicdo,
respectivamente.
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Figura 6.7- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Nitossolo Vermelho distroférricono segundo tempo de
avaliagdo. Acarina (Aca), Chilopoda (Chil), Colembolla
(Colem), Coleoptera (Coleo), Diplopoda (Dipl), Diptera (Dipt),
Enchytraeidae (Eng), Formicidae (Form), Isopoda (Iso), Larvae
(Lar) e Oligochaeta (Oligo).Fonte: producdo do préprio autor,
2016.
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Diferentemente do CHa o NVd foi menos sensivel ao
efeito da aplicagdo repetida de DLS. Para esse solo apenas trés
variaveis foram significativamente diferentes, e nenhuma delas
estd relacionada a presenca de algum elemento quimico no
solo, esse comportamento se deve ao fato de que a area em que
este solo foi coleta € corrigida para nutrientes anualmente,
desta maneira € possivel que os nutrientes em excesso que
foram adicionados via dejeto tenham sofrido lixiviacdo e,
portanto, ndo alterou de maneira significativa a presenca deles
no solo.

As variaveis que apresentaram diferenca estatistica
(Figura 6.9) foram a riqueza de grupos da fauna edéafica para as
doses de 20 e 50 m® ha! nas quais a diversidade de grupos
diminuiu em relagdo ao Tempo 1, a dose mais elevada néo teve
esse comportamento pois ja na primeira aplicacdo houve uma
grande reducdo no numero de grupos, para 0 Tempo 3 essa
variavel ndo foi significativa, pois o controle desse tempo ja
apresentou baixo nimero de grupos, o que pode ser resposta do
tempo de manutencdo do experimento em condig¢Oes

laboratoriais.
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Figura 6.8- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
para Nitossolo Vermelho distroférrico no terceiro tempo de
avaliacdo. Acarina (Aca), Chilopoda (Chil), Coleoptera
(Coleo), Diplopoda (Dipl), Diptera (Dipt), Enchytraeidae
(Eng), Formicidae (Form), lIsoptera (lsopt), Isopoda (Iso),
Larvae (Lar), Morfotipo edafico (M1 e M8), Morfotipo semi-
edafico (M41) e Oligochaeta (Oligo).Fonte: producdo do
préprio autor, 2016.

A emissao de CO, também foi significativamente maior
na dose de 150 m® ha! para os Tempos 2 e 3 mostrando que a
aplicacdo de grandes volumes de DLS ao longo do tempo

aumenta o CO. emitido, 0 que ocorre devido ao material de
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facil decomposicdo que estd presente no DLS, outra variavel
que mostra que ocorreu maior decomposicdo na dose mais
elevada e no dltimo tempo de aplicacdo foi a taxa de
decomposicdo do litter bag, que se apresentou maior conforme
pode ser visto na Figura 6.9.

AlteracBes causadas na estrutura da comunidade edéafica
foram em sua maioria influenciados pelo aumento na presenca
de larvas, especialmente na aplica¢do da maior dose de DLS. A
aplicacdo de residuos organicos como o DLS pode atrair
moscas para realizarem a oviposicdo nesse material (PAIVA,
2004) e assim aumentar o numero de larvas presente nas
amostras.

Outro grupo que apresentou influencia entre 0s tempos
de avaliacdo foram os &caros com aumento na abundéncia,
Bosch-Serra et al. (2014) também encontraram aumento na
abundancia de &caros com a aplicacdo de dejeto de suinos e
ainda afirmam que a presenca de acaros € consequéncia do seu
longo periodo de vida, o que faz com que esse grupo seja muito
utilizado na avaliacéo de efeitos a longo prazo. A presenca de
acaros pode ser resposta a0 aumento nos &caros

decompositores que tiveram sua abundancia influenciada pelo
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aporte de material orgéanico, esse mesmo comportamento foi

relatado por Silva et al. (2014) também utilizando DLS.
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Figura 6.9— Analise ANOVA, P<0,05 pelo teste de Dunnett,
para Nitossolo Vermelho distrfico. Controle (CTRL), 20 m3
ha! (D20), 50 m® ha! (D50) e 150 m® ha* (D150). Tempo 1 (
), Tempo 2 (m) e Tempo 3 (W). (T) Desvio padrio.Variaveis
significativas (*).Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

Trabalhos como o de Kautz et al. (2006), Alves et al.
(2008), Ponce et al. (2011), Bosch-Serra et al. (2014) reportam
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aumento na abundancia de organismos no solo associada,
principalmente, a oferta de alimento imediato que ocorre apos a
aplicacdo do residuo. No entanto, no presente trabalho a
abundéancia néo foi alterada mesmo com o aumento no nimero
de larvas e &caros, isso ocorreu devido ao desaparecimento de
alguns grupos como o caso de chilopodas e minhocas. A
reducdo na riqueza de grupos apos o uso de dejeto de suinos ja
foi relatada por Bolger; Curry (1984), Decaéns et al. (1999),
Baretta et al. (2007). Além do efeito do DLS na riqueza de
organismos outro efeito que pode ter ocorrido foi o periodo
experimental, de acordo com Cole et al., (2004) a utilizacdo de
microcosmos pode causar reducdo na densidade de espécies,
esse fator pode ser visto no presente trabalho, mesmo sendo
mesoosmos, quando observado que o Tempo 3 do NVd que
apresentou reducdo na riqueza de grupo nao apenas nos
tratamentos que receberam DLS, mas também no controle,
podendo assim, ser resposta ao periodo e ao sistema de
conducéo do experimento em condicGes laboratoriais.

Para o NVd além de larvas e &caros outros importantes
grupos que influenciaram a composic¢do da comunidade foram

formigas e minhocas, que tiveram sua frequéncia reduzida com
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0 passar do tempo e quanto maior dose de DLS aplicada. A
facilidade de locomocdo das formigas (PARR et al., 2007) e
das minhocas pode ter sido fator determinante na reducdo da
frequéncia deste grupo, pois na metodologia utilizada (TMES)
ndo tem como evitar que esses organismos saiam das amostras.

Ainda para o NVd outra importante alteracdo ocorrida
foi a significativa influéncia do eco morfotipo de colémbolo
(M8) para o terceiro tempo de avalicdo. Esse € um eco
morfotipo classificado como edéafico (CARVALHO, 2012)
caracterizado por possuir tamanho de antenas reduzido, pouca
pigmentacdo, auséncia de ocelos e, portanto, baixa capacidade
de dispersdo. A presenca do M8 pode estar diretamente
relacionada a maior umidade presente nesse solo, assume-se tal
ponto por saber que colémbolos, especialmente os classificados
como edaficos, sdo extremamente sensiveis a baixa umidade
dos solos (CARVALHO, 2012). Além disso os colémbolos
edaficos estdo essencialmente relacionados ao processo de
decomposicdo da matéria organica (SANTQOS, 2008).

O aumento no Cmic e na emissdo de CO> sdo respostas
ao aporte de residuos orgénicos no solo de fécil decomposigédo
como o DLS. O comportamento destas duas variaveis indica
que ocorre maior atividade bioldgica, seja essa promovida pelo
estresse da alteracdo brusca na condicdo edafica do meio ou
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como resposta a presenga de alimento no solo, que estimula o
crescimento da microbiota (OLIVEIRA et al., 2009). A
utilizacdo destas variaveis ja tem sido relatada para avaliar 0s
efeitos do uso de residuos organicos (YADA et al., 2015), e
trabalhos utilizando dejeto de suino tem demonstrado maior
Cmic (QUADRO et al., 2011) e maior emissdo de CO
(BERTORA et al., 2008; TERHOEVEN-URSELMANS et al.,
2009).

O aumento na atividade da fosfatase acida e do Cmic
sdo fortes indicadores de que ocorreu aumento na biomassa
microbiana e por consequéncia na sintese de fosfatase
(NANNIPIERI et al., 2002). De acordo com Aira et al. (2007)
a atividade da fosfatase também é aumentada na presenca de
minhocas, devido a presenca de enzimas extracelulares
liberadas no ambiente pelas minhocas, neste trabalho o CHa
apresentava maior nimero de minhocas que o NVd o que pode
ter contribuido para a significativa diferenca da fosfatase
apenas no CHa.

As diferencas encontradas para a concentragcdo de Zn no
CHa ocorreram devido o aporte deste nutriente proveniente da

aplicacdo de DLS. O acumulo de nutrientes nos solos, como
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resultado desta préatica agricola ja foi reportado na literatura em
diversos trabalhos avaliando o uso agricola de DLS (GESSEL
et al., 2004; QUEIROZ et al., 2004; SCHERER et al., 2007;
SCHERER et al., 2010). Esse resultado mostra também que o
CHa além de ser mais suscetivel a altera¢fes na fauna edéfica,
na atividade microbiol6gica apresenta também efeitos nas

caracteristicas quimicas do solo.

6.4 CONCLUSOES

O Cambissolo Humico aluminico foi mais susceptivel
aos efeitos causados pelo uso de dejeto liquido de suinos que o
Nitossolo Vermelho distréfico.

A dose de 150 m® ha* causou alteracdes na composicio
dos grupos da fauna edafica em ambos o0s solos.

Efeitos da reaplicacdo de dejeto liquido de suinos na
comunidade edafica do Cambissolo Humico aluminico foram
mais evidentes do que no Nitossolo Vermelho distrofico.

Aumento na presenca de larvas e acaros foi a
caracteristica que mais contribuiu para as diferencas entre os

trés tempos de avaliagdo para os dois solos.
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CAPITULO 7
Avaliacéo do efeito da aplicagdo de dejeto liquido de suinos
na fauna edéafica em solos com e sem histérico de uso de

dejeto liquido de suinos

Resumo

Avaliacdes da qualidade ambiental dos corpos receptores de
residuos tem recebido cada vez mais maior atencdo,
especialmente em se tratando de residuos organicos. Tais
residuos sdo utilizados como fertilizantes ou condicionantes
agricolas, mas o seu uso sem critérios tem causado grandes
impactos ambientais no solo e na agua. O potencial de uso de
dejeto liquido de suinos (DLS) como fertilizante agricola tem
sido uma alternativa para seu descarte, mas sua aplicacdo a
longo prazo pode oferecer riscos ecotoxicoldgicos no solo. Este
estudo objetivou avaliar o uso histérico de DLS como
fertilizante agricola, para tanto TMEs (Terrestrial Model
Ecosystems) de duas areas de Integracdo Lavoura-Pecuaria
sobre um Nitossolo Vermelho distroférricoforam coletados,
uma das areas sem historico de uso de DLS e outra com uso de
DLS ao longo de 20 anos. Trés doses de DLS 20, 50 e 150 m?
ha*foram aplicadas aos TMEs e avaliou-se alteracdes causadas
na estrutura das comunidades edaficas. Os dados referentes a
fauna edafica foram estatisticamente avaliados por andlises de
PERMANOVA, SIMPER, PCoA, ANOVA com comparag0es
por Dunnett e os resultados obtidos das analises quimicas e



272

fisicas foram comparados por teste t. O uso histérico de DLS
promove a presenca de grupos de organismos mais adaptados a
fertilizacdo com esse residuo, uma vez que a aplicacdo de DLS
provocou alteragfes na estrutura da comunidade edéfica apenas
na area sem historico de uso de DLS.

Palavras-chave: comunidade edéfica nativa, uso histdrico de
dejeto liquido de suinos, Nitossolo Vermelho distroférrico.
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Abstract

Reviews of the environmental quality of the waste receiving
bodies has received increasingly more attention, especially in
the case of organic waste. Such waste is used as fertilizer or
agricultural conditions, but its use without criteria has caused
major environmental impacts on soil and water. The potential
use of pig slurry (PS) as agricultural fertilizer has been an
alternative to its disposal, but their long-term application can
provide ecotoxicological risks on the ground. This study aimed
to evaluate the historical use of PS as agricultural fertilizer, for
both  TMEs (Terrestrial Model Ecosystems) two areas
Integration Crop-Livestock on a Nitosol was collected, one of
the areas without PS usage history and another with the use of
PS over 20 years. Three doses PS 20, 50 and 150 m® h™* were
applied to TMES and evaluated changes caused in the structure
of the soil communities. The data on soil fauna were
statistically evaluated by analysis of PERMANOVA, SIMPER,
PCoA, ANOVA with comparisons by Dunnett and the results
of chemical and physical analyzes were compared by t test.
The historical use of PS promotes the presence of more groups
of organisms adapted fertilization with this waste, since the
application of DLS caused changes in the soil community
structure only in the area without PS usage history.

Keywords: native edaphic community, historical use of liquid

pig slurry, Nitosol.
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7.1 INTRODUCAO

O aumento da intensificacdo produtiva de suinos ocorre,
especialmente, em propriedades com limitado espaco territorial
e pequena area agricultavel, associada a essa realidade tem-se o
grande volume de dejetos de suinos que é gerado nas
propriedades suinicolas. Em muitas dessas propriedades 0s
dejetos sdo utilizados continuamente nas mesmas areas com
frequéncia e quantidades excessivas em relacdo a capacidade
de absorcdo pelas plantas cultivadas (SEGANFREDO et al.,
2003; GIROTTO et al., 2010; MATTIAS et al., 2010).

A disposicdo intensiva de dejetos de suinos pode
promover acimulo de elementos com menor mobilidade, entre
0s quais P, Cu e Zn (SCHERER et al., 2007), no entanto
aplicacBes sucessivas de dejetos liquido de suinos podem
aumentar a quantidade das formas solUveis e trocaveis no solo,
potencializando, assim, a toxidez (BASSO et al., 2012) as
plantas e a biota do solo (ALVES et al., 2008).

Vale destacar que outros paises ja tiveram grandes
problemas relacionados a poluicdo ambiental pela utilizacdo de
dejeto de suinos como fertilizante agricola, como o caso da
Alemanha (FEDERAL ENVIRONMENTAL AGENCY,
1998); da Holanda onde foi necessario reduzir o numero de
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animais no plantel (KETELLARS; MEER, 1998) e da Bélgica
(VLASSAK, 1994) e os problemas encontrados nesses paises
sdo considerados uma resposta do acumulo de nutrientes do
solo causado pelo uso ao longo do tempo nas mesmas areas e
esses impactos sdo de dificil, onerosa e lenta resolucéo.

A adicdo de dejetos suinos em sistemas agricolas pode
influenciar a biologia do solo (BARETTA et al.,, 2003) e,
portanto, provocar alteracdes relacionadas com a degradacéo
do solo, aumento da compactacdo, saturacdo de aluminio,
reducdo na quantidade de carbono, toxidez por excesso de
fertilizantes minerais e/ou organicos e queda da biomassa
herbacea (ALVES, 2007). Alguns trabalhos sobre alteracdes na
fauna edafica, ocasionada pelo uso de dejetos de suinos, podem
ser encontrados na literatura (ANDRES; DOMENE, 2005;
DOMENE et al., 2007; ALVES et al., 2008), porém de acordo
com Basso et al. (2012) estudos detalhados que visem fazer um
diagnostico da situacdo dos solos que recebem periodicamente
aplicacdes de dejetos de suinos sao escassos.

Se a utilizacdo de dejeto liquido de suinos causa
alteracbes na estrutura da comunidade edafica e promove o

acumulo de elementos no solo, a utilizacdo historica deste
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residuo pode, entdo, originar diminuicdo da diversidade da
fauna do solo e ou favorecer a presenca de espéecies ou grupos
que sejam resistentes a sua aplicacdo o que pode resultar em
perdas no funcionamento do ecossistema (DECAENS et al.,
1999).

Avaliar a variabilidade dos grupos edaficos presentes
em areas utilizadas para o descarte de dejeto liquido de suinos
pode ajudar a compreender qual o impacto desta préatica a partir
da exclusdo de um ou mais organismos edaficos. Esta hipdtese
foi testada utilizando ensaios com TMESs, onde se comparou 0s
efeitos da adicdo de dejeto liquido de suinos em um solo sem
historico de uso do residuo e outro com histérico de utilizacéo

de dejeto liquido de suinos como fertilizante agricola.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Dejeto liquido de suinos

O dejeto liquido de suinos (DLS) foi coletado
diretamente da baia na unidade produtora de suinos de
terminacdo da EMBRAPA Suinos e Aves. Para ser utilizado
esse material passou por um processo de estabilizacdo quimica
por 120 dias como recomendado por Comissdo de Quimica e
Fertilidade do Solo (CQFRS/SC, 2004), e foi mantido
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congelado a — 4 °C para que ndo sofresse alteraces em suas
caracteristicas quimicas.

A caracterizacdo do DLS foi feita segundo a
metodologia de van Raij (2001) e o percentual de carbono e
nitrogénio total do solo foram analisados pelo método de
combustdo total utilizando o analisador elementar LECO-CN
2000. Na Tabela 2.1 estdo apresentadas as caracteristicas

fisico-quimicas do DLS.

7.2.2 Doses

As doses utilizadas para os dois solos foram 20, 50 e
150 m® ha'l, definidas de acordo com os resultados obtidos nos
experimentos descritos nos Capitulo 2 e 3 e apresentados a

sequir:

ECso para colémbolos — CHe 15,3 m® ha* (14,3 — 16,4 m® ha'l)
NVd 15,8 m® hal (12,7 — 19,0 m3 ha?)

ECso para minhocas — CHe 112,0 m® ha* (68,4— 133,4 m® ha!)
NVd ndo foi possivel calcular

ECso para enquitreideo — CHe 17,7 (10,8 — 24,5 m® ha!)
NVd 45,0 (30,2 — 59,9 m® ha'l)
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ECso para acaros — CHe 92,5 m® ha! (73 - 112 m® ha'l)
NVd 82,6 m® ha? (65,3 — 99,9 m® hal)

7.2.3 Areas de coleta de TMEs

Duas diferentes &reas foram selecionadas para realizar a
coleta dos TMEs, a primeira delas (&rea sem histérico de uso
de dejeto — SH) em um Nitossolo Vermelho distroférrico
(NVd), localizada no municipio de Concordia, SC, na area
experimental da Embrapa Suinos e Aves (27.068702, -
52.623913). Essa é&rea foi utilizada em um sistema de
Integracdo Lavoura-Pecuaria, € ndo tinha histérico de uso de
dejeto liquido de suinos nos ualtimos 10 anos. No momento da
coleta essa area estava sendo utilizada para o cultivo de aveia
(Avena sativa)

A segunda area escolhida (area com histérico — CH)
também sobre um Nitossolo Vermelho distroférrico (NVd),
localizada no municipio de Concordia, SC, na area
experimental da Embrapa Suinos e Aves (-27.312418, -
51.993896). Essa area era utilizada para um sistema de cultivo
de erva-mate (llex paraguariensis) e que recebe adubagéo
organica com DLS héa 20 anos. As amostras foram coletadas no
espacamento entre linhas de cultivo, as quais possuiam 4 m de

largura, as entrelinhas estavam cultivadas com A. sativa no
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momento da coleta. As caracteristicas fisico-quimica dos solos
esta apresentada na Tabela 5.1 (Capitulo 5).

7.2.4 Metodologia de coleta, tratamentos e delineamento
estatistico

Para cada uma das &reas foram coletados 20 TMEs,
com o auxilio de uma retroescavadeira que introduzia o
amostrador + tubo de PVC no solo e entdo removia-os do solo,
0 tubo de PVC contendo a amostra de solo era entdo retirado
do amostrador e levado para o laboratério. O esquema da
coleta esté detalhado na Figura 5.1 (Capitulo 5).

Os tratamentos constituiram da combina¢do de cada um
dos solos com as trés doses de DLS (20, 50 e 150 m? ha™)
aplicadas uma Unica vez aos TMEs. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado com cinco repeticdes para cada
tratamento.

7.2.5 Manutencédo do experimento

Os TMEs, em laboratorio, foram armazenados em carts
que simulavam as condicGes de campo de um solo com o
auxilio de uma serpentina de resfriamento, na parte de baixo

dos tubos que eram, entdo, mantidos a 12 °C e a superficie
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destes mantidas a temperatura ambiente (24 °C) gerando assim
um gradiente de temperatura ao longo da amostra de solo. Os
carts também possibilitavam a coleta de lixiviado gerado em
cada uma das unidades experimentais. O lixiviado foi coletado
durante toda a condugdo dos experimentos para quantificar o
volume total gerado.

Durante o periodo experimental os TMESs eram regados
com solucdo de chuva artificial, Velthorst (1993), a cada dois
dias com 115 mL, volume estabelecido com base no regime
hidrico dos Gltimos 10 anos da regido de Concordia, SC.

Para aclimatacdo as amostras foram mantidas por 10
dias nos carts, durante esse periodo foi feito o corte das
gramineas presentes no solo e realizou-se a semeadura de aveia
branca (Avena sativa). No inicio do experimento (passados 0s
10 dias) os TMEs receberam as respectivas doses de DLS e
foram colocados os litter bags em cada um dos TMEs. Apds a
aplicacdo das doses foram contados 25 dias e desmontados 0s
TMEs. Durante esse periodo foram realizadas medic¢Bes da
emissdo de CO; (descritas a seguir) e as demais analises foram

realizadas quando da desmontagem do experimento.

Avaliacéo do fluxo de CO>
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A avaliacéo do fluxo de CO2 do sistema foi feita aos 10
e 20 dias apds a aplicagdo do DLS. Foram feitas quatro
medicdes de dois minutos em trés réplicas de cada tratamento,
tais medicdes foram realizadas com o auxilio do equipamento
Licor LI 8100, um sistema que consiste em uma camara
fechada, acoplada sobre os TMEs. Em seu modo de medicéo, o
sistema monitora as mudancas na concentracdo de CO; dentro
da camera, por meio de espectroscopia de absorcdo Optica na

regido do infravermelho.

7.2.6 Avaliacio dos TMEs

Para a desmontagem dos 40 TMEs foi feito o corte da
parte aérea da vegetacdo para estimar a producdo de matéria
seca e a retirada dos litter bags, apds issoos TMEs foram
removidos dos carts e a amostra de solo retirada do tubo de
PVC. A amostra inderfomada foi dividida em trés distintas
camadas de profundidade (0-10; 10-20 e 20-40 cm); a camada
superior (0-10 cm) foi dividida em trés porgoes (1/2 + 2 x 1/4).
Cada uma das camadas foi utilizada para a realizacdo das
analises que serdo descritas a seguir.

Analises quimicas
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Para caracterizacdo quimica das amostras de cada
tratamento utilizou-se parte do solo proveniente da % da
amostra da camada superficial (0-10 cm) (Figura 5.4). Foram
determinadas as seguintes caracterisctica: Ca, Mg, Al, H+Al,
CTC efetiva, CTC pH7,0 (cmol dm™) saturagdo por Al,
saturacdo de bases, matéria organica, carbono organico (%), P,
K, Na, Cu, Zn, Fe, Mn (mg dm) de acordo com metodologia
descrita por Tedesco et al. (1995).

Para determinacdo do teor de carbono organico total
(COT), N total e S total amostras peneiradas a 2 mm e secas a
60 °C foram moidas em gral de porcelana. Os elementos foram
determinados por combustdo seca pelo Autoanalisador de
Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio e Enxofre (CNHS)
equipamento Elementar Vario EL Cube®.

Analises fisicas

Nos TMEs ainda intactos foi determinadaa resisténcia a
penetracdo até 10 cm de profundidade em cada uma das
unidades experimentais, com medidor automatico SoloTrack
Falker®. A umidade do solo foi determinada no laboratério
com as amostras secas em estufa a 105 °C por 24 horas para
cada umas das trés distintas camadas (0-10; 10-20; 20-40 cm),

retirando 50 g de solo ndo peneirado.
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A estabilidade de agregados foi determinada por
peneiramento Umido, em agregados entre 4,76 e 8,35 mm, de
acordo com a metodologia de Kemper; Chepil (1965), sendo o
aparelho composto por quatro peneiras (4,75; 2,00; 1,00 e 0,25
mm). A estabilidade dos agregados foi representada pelo
didmetro médio ponderado (DMP).Para essa analise foi

utilizado ¥ da amostra da camada mais superficial (0-10 cm).

Anédlise da fosfatase acida

As andlises da enzima foram realizadas com solo
peneirado a 2 mm proveniente da %2 da amostra da camada de
0-10 cm para cada repeticdo dos dois solos avaliados. A analise
foi desenvolvida com adaptacbes ao método de Tabatabai;
Bremner (1969); para a andlise foi utilizado 1 g de solo com a
mistura de 1 mL de p-nitrofenyl fosfato + 4 mL de uma solucéo
tampdo com pH 6,5 (MUB, pH 6,5), incubada com agitacédo
durante 2 h a 35 °C em tubos Falcon de 50 mL, Apoés a
incubagdo as amostras receberam de | mL CaCl, (0,5 mol L)
+ 4 mL de um solucédo de tris(hidroximetil) aminometano (0,5
mol L), os tubos foram agitados por 30 s e posteriormente

centrifugados por 4 min a 300 RPM. Um volume de200 pL foi
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utilizado para medir a atividade da fosfatase por quantificacdo
espectrométrica a 405 nm do p-nitrofenol liberado na mistura
centrifugada. Efetuou-se a analise em triplicata para cada uma

das repeticdes do campo mais duas repeticdes de controle.

Carbono microbiano

O carbono da biomassa microbiana (CMic) foi
determinado pelo método de fumigacdo-extracdo (VANCE et
al., 1987), para tanto utilizou-se solo peneirado a 2 mm
provenientes de 1/2 camada superficial do solo dos TMEs
(Figura 4.4) com trés repeticGes laboratoriais, sendo trés
amostras fumigadas e trés ndo fumigadas. A fumigacdo foi
realizada com cloroféormio (CHCI3). As amostras foram
incubadas em dessecador por 24 h, a 25 °C na auséncia de
luminosidade, apos isto o CMic foi extraido com sulfato de
potassio 0,5 mol L (K2SO4) agitadas por 30 min, permitindo a
decantagdo por uma hora e procedida a filtracdo em filtro de
papel. A leitura das amostras foi realizada através da oxidacao
destas com dicromato de potassio (K2Cr.07). 66,7 mmol L O
teor de C solavel foi determinado por titulagio com
Fe(NH4)2(S04)2.6H20 33,3 mmol L na presenca do indicador
difenilamina (1%). O CMic foi calculado pela diferenga entre
carbono extraido do solo fumigado e ndo fumigado
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multiplicada pelo fator de correcdo KEC = 0,33, que representa
a eficiéncia da extracdo de 33 %, proposto por Sparling; West
(1988), para solos com baixo pH.
Decomposicao da palhada - Litter bags

Litter bags foram confeccionados com tela de nylon de
2 mm de abertura, com dimensdes de 5 x 5 cm, contendo 0,5 g
de aveia (A. sativa) seca a 65 °C por 48 h. Cada TMEs recebeu
um litter bag que permaneceu no solo até o dia de
desmontagem do experimento, quando entdo o conteldo de
cada um deles foi retirado, seco a 65 °C por 48 h e pesado, a
diferenca de peso entre o inicio e final do experimento foi
atribuida a decomposi¢do. Os dados foram apresentados em g
da diferenca obtida entre o inicio e final do periodo

experiemntal.

Matéria seca parte aérea

A determinacdo da producdo de matéria seca (MS) dos
tratamentos foi feita através do corte das plantas a 3 cm de
altura do solo, o material coletado foi seco em estufa a 65 °C
por 72 h e a matéria seca produzida foi expressa em g TME™.

Carbono organico total, nitrogénio total, enxofre total



286

Para determinagdo do teor de carbono organico total
(COT), N total e S total amostras peneiradas a 2 mm e secas a
60 °C foram moidas em gral de porcelana. Os elementos foram
determinados por combustdo seca pelo Autoanalisador de
Carbono, Nitrogénio, Hidrogénio e Enxofre (CNHS)
equipamento Elementar Vario EL Cube®.

Fauna edéafica — catacdo manual e extracdo em funil de
Berlese

A avaliacdo da fauna edafica por catacdo manual foi
feita para 1/2 da primeira camada de solo (0-10 cm) e para o
volume total das demais camadas. Desta maneira, durante a
desmontagem dos TMEs foi feita a triagem manual e
contabilizacdo dos organismos da macrofauna. Ainda para
avaliacdo da fauna edéafica ¥4 da camada superficial de cada
TMEs foi levado ao Funil de Berlese, por oito dias, para
extracdo dos organismos pertencentes a mesofauna. O objetivo
do uso destas duas metodologias ndo foi comparar 0s métodos,

mas sim coletar 0 maximo de organismos das amostras.

Enquitreideos
Para a contagem de enquitreideos utilizou-se 120 g de
solo retirado de ¥ da amostra da camada de 0-10 cm (mesma
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porcdo utilizada para estabilidade de agregados), o numero de
enquitreideos foi avaliado ap6s fixagdo com alcool (80%),
colorindo com rosa de Bengala (solucdo de 1% com etanol) e

peneiragem Umida (malha 103 mm).

Extracéo e morfotipagem de colémbolos

Os colémbolos coletados nas amostras, principalmente
por funil de Berlese, foram separados por eco-morfotipos de
acordo com a classificacdo usada por Carvalho, 2012. Nessa
classificacdo cinco caracteristicas morfoldgicas (olhos, antena,
farcula, pelos e coloragdo) sdo avaliadas e atribuidos pesos (0,
2 e 4), a soma dos pesos atribuidos as caracteristicas determina
0 eco morfotipo do colémbolo. Os eco morfotipos sdo entdo
divididos e trés categorias (epigeos, semiedaficos e edéaficos)
de acordo com a profundidade em que preferencialmente
habitam o solo. Nas Tabelas 5.2 e 5.3 (capitulo 5) sédo
apresentadas as caracteristicas, seus respectivos pesos e a

classificagdo dos ecomorfotipos.
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Anélise estatistica

Os resultados utilizados para a analise estatistica deste
experimento sdo provenientes de diferencas obtidas entre as
amostras controle e as doses de DLS em cada uma das areas.
Uma maneira mais detalhada e melhor exemplificada da
obtencdo destas diferencas estd descrita no capitulo anterior
(Capitulo 6). No caso deste estudo apés realizar o calculo das
diferencas para todas as amostras obteve-se 25 valores para
cada uma das doses.

Os valores das diferencas obtidas foram submetidos ao
teste t student (P<0,05).E objetivou-se avaliar se as diferencas
na area sem histdrico de uso de DLS eram maiores que na area
com estudo o que indica que o uso histérico de DLS causa uma
adaptacdo e selecdo de organismos melhor adaptados a
fertilizacdo organica com DLS.

As variaveis riqueza de grupos e abundancia de
organismos foram submetidas a ANOVA e comparadas pelo
teste de Dunnett com significancia de 5 % com auxilio do
software STATISTICA® 7.0.

Os dados de fauna foram para cada area submetidos a
uma anélise de Permutacbes Multiplas — PERMANOVA com
base no indice de similaridade de Bray-Curtis. Como forma de

avaliar quais grupos que mais contribuiram para separacao
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entre as doses e efetuou-se uma analise de similaridade -
SIMPER, obtendo-se a contribuicdo de cada espécie para a
dissimilaridade observada entre o controle e cada uma das
doses de dejeto usadas, tais analises foram efetuadas no
programa PRIMER 6.0 (CLARKE; GORLEY, 2006).

Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) com base na
matriz de similaridade apds a aplicacdo do indice de Bray-
Curtis foi realizada para obter uma representacdo grafica das
respostas nos diferentes tratamentos. Para gerar as coordenadas
das amostras nos eixos utilizou-se a ferramenta PRCoord 1.0 e
o programa CANOCO 4.5 (TER BRAAK; SMILAUER, 2002)

para gerar os graficos de PCoAs.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente os dados de cada uma das areas foram
submetidos a analise PERMANOVA para identificar possiveis
diferengas na estrutura da comunidade edafica entre o controle
e o0s tratamentos com DLS. O resultado para a area com

historico (CH) mostrou que a aplicagdo de DLS ndo causou
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diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05) e por
isso ndo foi realizada anélise de similaridade SIMPER. A
figura 7.1 mostra a PCoA para os dados dessa area e nela é
possivel perceber que ndo ocorreu mesmo diferencas entre 0s
tratamentos e entdo nenhum dos tratamentos tem clara
associacdo com os grupos da fauna. A explicacdo obtida no
eixo 1 foi de 33,8 % e de 21,0 % para 0 eixo 2.

0
-
&’ Tratamentos
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b it Form LE" Ara ° D20
Ple—— — /" o —»
/ Eng Colem D50
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[ ]
D150
) Aca
i
-1.5 2.0

Figura 7.1- Analise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
da area com histérico de uso de dejeto liquido de suinos.
Acarina (Aca), Araneae (Ara), Colembolla (Colem),
Coleoptera (Coleo), Diptera (Dipt), Enchytraeidae (Enq),
Formicidae (Form), Larvae (Lar) e Oligochaeta (Oligo).Fonte:
producéo do proprio autor, 2016.
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A frequéncia de organismos da &rea sem histérico de
uso de dejeto liquido de suinos (SH) foi submetida a analise
PERMANOVA e ocorreu diferenca significativa para as doses
de 50 e 150 m® hal (P<0,05). Os resultados da analise de
similaridade mostraram que para a dose de 50 m® hal os
grupos que mais contribuiram foram formigas, acaros, larvas e
colémbolos com contribuicdo de 20,6, 11,9, 11,5 e 10,4 %,
respectivamente. Ja a dose de 150 m® ha* a maior contribuicio
foi de dipteras (estagios finais de desenvolviemnto) com 25,8
% seguido dos grupos formiga e colémbolos com 15,2 e 10,1
% de contribuicdo na diferenciacdo da estrutura da
comunidade, respectivamente.

A PCoA para SH (Figura 7.2) mostra separacdo do
tratamento com 150 m? ha™! dos demais. No caso do tratamento
de 50 m® ha a separacio ndo é tdo evidente quanto na maior
dose, e este tratamento esta mais relacionado aos grupos larva e
acaros. A explicacdo nos eixos 1 e 2 da PCoA foram de 53,3 e
17,0 %, respectivamente.

A elevada contribuic¢do do grupo formiga para a
diferenciacdo da comunidade entre os tratamentos para a area

SH é provavelmente ocasionada pela fuga deste grupo das
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amostras, o tratamento controle apresentava grande frequéncia
deste grupo que passou a ndo ocorrer mais nas duas maiores
doses de DLS, a grande facilidade de locomoc¢édo (PARR et al.,
2007) e o fato de ndo ter como evitar a fuga de tais organismos

nas amostras facilitou esse comportamento.

0
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Figura 7.2- Andlise de Coordenadas Principais (PCoA),
utilizando o coeficiente de Bray-Curtis com base na frequéncia
de ocorréncia dos grupos da fauna edafica em cada tratamento
da area sem histérico de uso de dejeto liquido de suinos.
Acarina (Aca), Araneae (Ara), Colembolla (Colem),
Coleoptera (Coleo), Diptera (Dipt), Enchytraeidae (Enqg),
Formicidae (Form), Hymenoptera (Hym), Isopoda (Iso),
Larvae (Lar), Morfotipo semi-edafico (M41 e M58),
Oligochaeta (Oligo) e Orthoptera (Orth).Fonte: producdo do
proprio autor, 2016.
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A presenca de larvas em ambientes onde h& deposicéo
de DLS é bastante frequente (PAIVA, 2004) e como
consequéncia da alta concentracdo de larvas nas maiores doses
de DLS também se obteve grande nimero de dipteras em seus
estagios de desenvolvimento posteriores ao estagio larval.
Outra grande contribuicdo na diferenciacdo da comunidade
edafica foi a presenca de &caros, esse grupo de organismos que
estava presente no controle para SH, diminui frequéncia com o
aumento da dose de DLS.

As varidveis abundancia de organismos e riqueza de
grupos, de cada uma das areas, foram submetidas a ANOVA
com comparacao por teste de Dunnett, os resultados da area
CH ndo apresentaram diferencas com o aumento da dose de
DLS, no entanto os resultados de SH foram diferentes para a
dose de 150 m® hal nas duas varidveis (Figura 7.3). A
abundancia de organismos e riqueza de grupos tem sido relata
por sofrer aumento com o uso de DLS (Ponce et al., 2011,
Bosch-Serra et al., 2014), no entanto para SH ocorreu redugéo
destes parametros. Alguns trabalhos também relatam reducao
na riqueza de grupos apds o uso de dejeto de suinos (Decaéns
et al., 1999; Baretta et al., 2007).
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As demais variéveis avaliadas nesse experimento foram
utilizadas para obter a diferenga numérica entre o controle e os
tratamentos com dose (Ver item Andlise estatistica) e as
diferencas entre as areas foram comparadas por teste t. Apenas

as varidveis que apresentaram diferenca estatistica (P<0,05)

serdo apresentadas a seguir.

Com histérico
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Figura 7.3— Andélise ANOVA,

Adundéncia
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autor, 2016.
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historico (m). Sem historico (M). (1) Desvio padrio (n=
5).Variaveis significativas (*).Fonte: producdo do proprio
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Atividade da fosfatase &cida e carbono microbiano
apresentaram diferenca entre as areas para as trés doses
avaliadas (Figura 7.4). Ambas as varaveis foram menores para
a area SH do que para a CH, evidenciando que a primeira
aplicacdo de DLS causa impactos maiores do que 0 uso
historico. A atividade da fosfatase acida foi menor para os
tratamentos com DLS do que no controle, na area SH, o que
ocorre devido ao grande aporte de P no sistema (Figura 7.4).
Reducédo na atividade da fosfatase é um indicador de redugéo
na atividade microbiana (NANNIPIERI et al., 2002), uma vez
gque micro-organismos presentes no solo sdo os principais
responsaveis pela presenca desta enzima. Por outro lado, o
Cmic teve aumento com aumento da dose de DLS, esse
resultado € resposta da presenca de material organico de féacil
decomposicdo que foi aplicado via DLS e que estimula a
atividade bioldgica (OLIVEIRA et al., 2009; QUADRO et al.,
2011; YADA et al., 2015).

Os resultados da comunidade edafica para a area SH
evidenciaram que a utilizacgio do DLS como fertilizante
agricola ao longo de anos causou maior resisténcia dos grupos

as aplicacbes do residuo, conforme mostra a variavel riqueza
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de grupos (Figura 7.3 — Com histérico) o que deve ser
atentamente considerado no momento de realizar aplicagOes
sucessivas de DLS, mesmo que a abundancia de grupos nao
tenha apresentado diferencas entre as areas (P>0,05 no teste t).

Fosf. (ug pNP/g.dm/h )

200,00
180,00
160,00
140,00

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00

CTRL D150
Cmic (ug C g?)
30000,00
25000,00
20000,00
15000,00
10000,00
5000,00 I
0,00
CTRL D150
P (mg.d m- 3)
300,00
250,00
200,00
150,00
100,00
50,00 i i
0,00 ﬁ i
CTRL D50 D150

Figura 7.4— Variaveis significativas (*) de acordo com teste t
student (P<0,05) para Nitossolo Vermelho distréfico. Controle
(CTRL), 20 m® ha! (D20), 50 m® ha® (D50) e 150 m® ha'
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(D150). Com histérico (m). Sem histérico (M). (1) Desvio
padrdo (n=5).Fonte: producédo do préprio autor, 2016.

7.4 CONCLUSOES

Aplicagdo de dejeto liquido de suinos em &reas sem
historico de wuso causam alteracbes na composicdo da
comunidade edéfica.

A éarea de estudo, com histdrico de uso de dejeto liquido
de suinos ao longo de 20 anos, foi pouco afetada pela
realizacdo de uma aplicacdo deste residuo.

O uso de dejeto liquido de suinos ao longo de 20 anos
proporcionou a presenca de uma comunidade edéafica mais

adaptada a fertilizacdo com esse residuo.
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CONSIDERACOES GERAIS

Descartar o dejeto liquido de suinos no solo pode ser
uma econdémica e lucrativa alternativa, mas pode também ser
uma importante pratica causadora de problemas ambientais. A
legislacdo ambiental do Estado de Santa Catarina, através da
FATMA, recomenda a utilizagdo de no maximo 50 m? ha* por
ano, mas ndo orienta sobre a origem do residuo, concentracao
de nutrientes e teor de matéria seca, tipo de solo a serem
utilizados como parametros para a definicdo da dose méxima.
Com os resultados obtidos nesse trabalho foi possivel entender
gue o comportamento deste residuo no ambiente é diferente
para 0s grupos da fauna, para o tipo de solo e tem efeito de
dose, mesmo em doses menores que as recomendadas pela
legislacdo. Sendo assim entende-se que existe urgéncia na
conducdo de pesquisas mais aprofundadas para avaliacdes,
especialmente, na biota do solo em diferentes condicdes
ambientais e doses. Ainda, é importante, que sejam conduzidos
experimentos de longa duracdo que permitam avaliar a médio e
longo prazo os efeitos do acumulo de nutrientes no solo e a

contaminacgéo de aguas.
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Com os resultados obtidos nesse projeto que houve uma
contribuicdo em entender os efeitos causados pela adubagéo
organica com dejeto liquido de suinos na fauna do solo, por
meio do entendimento da integracao entre diferentes grupos da
biota do solo e efeito da aplicagdo continuada de dejeto liquido
de suinos, e como isto afeta 0 comportamento da fauna no solo
em ecossistemas agricolas.

Dentro do ambito de qualificacdo pessoal esta prevista a
publicacdo dos resultados sob a forma de artigos cientificos em
revistas indexadas nos principais bancos de dados; e foi
realizado um intercdmbio de conhecimentos e consolidacdo de
parcerias de pesquisa e formacdo académica entre a
Universidade do Estado de Santa Catarina e a Universidade de

Coimbra.



