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RESUMO

Especiagao de fésforo e atributos microbiolégicos da rizosfera de soja e trigo em fung¢ao do

preparo do solo

O foésforo (P) é um dos macronutrientes mais limitantes para a produgao agricola em
grande parte dos solos tropicais imidos, devido ao baixo teor natural e a sua capacidade de
formar compostos de alta energia de ligacao com a fase solida do solo. A especiagao quimica, que
consiste na distribuicao de um elemento quimico entre suas espécies quimicas, é uma ferramenta
util para avaliagao das formas de P no solo. Os processos e mecanismos que controlam a
disponibilidade de nutrientes no solo em funcao do preparo do solo influenciam diferentemente
a dinamica e a ciclagem de P e, consequentemente, a quantidade e distribuicao das espécies de P
do solo. Na rizosfera, ha um efeito de selegao imposto pelas mudangas fisico-quimicas criadas na
proximidade das rafzes que moldam a composi¢ao microbiana. Os microrganismos do solo
participam de mecanismos que influenciam a dinamica do P no solo e consequentemente
auxiliam a absor¢ao de P pelas plantas. O objetivo nessa pesquisa foi avaliar como as espécies e a
disponibilidade de P ¢ influenciada pelo sistema de preparo na rizosfera, na linha e na entrelinha
de semeadura da soja (Ghyine max L. Merril) e do trigo (Triticum spp.) em rotacao cultivados num
Latossolo Vermelho distroférrico argiloso sob sistema de preparo convencional (SPC) e plantio
direto (SPD) ha 36 anos. As técnicas utilizadas para especiagao de P foram especiagao da solugiao
do solo, o fracionamento quimico e a espectroscopia de absor¢io de raios-X. Os atributos
microbiolégicos avaliados foram o teor de carbono da biomassa microbiana (CBM), a atividade
de enzimas fosfatases, a quantificagio de bactérias e fungos por PCR em tempo real — qPCR e a
determinagdo das estruturas das comunidades de bactérias e fungos por T-RFLP. Os teores
biodisponiveis de P foram superiores no SPD em relacio ao SPC. Houve predominio da forma
monovalente de P (H,PO,) na soluc¢do do solo. As formas predominantes de P na fase sélida do
solo foram as ligadas a Al amorfo, gibbsita, goethita, hematita e acido fitico. As fragdes de P na
rizosfera e na linha de semeadura foram, em geral, semelhantes e superiores as fragdes de P na
entrelinha de semeadura, devido ao efeito rizosférico e/ou do processo de amostragem do solo.
Houve distribuicao semelhante das formas P 1abil, moderadamente labil e nio labil entre todos os
tratamentos. Os teores de CBM foram superiores no SPD e linha de semeadura, em relagdo a
rizosfera. A atividade das fosfatases foram superiores no SPD, com teores semelhantes na
rizostera e na linha de semeadura, devido a proximidade do sistema radicular. O predominio da
abundancia de bactérias em relacio aos fungos nos sistemas de manejo do solo pode estar
relacionado ao ambiente quimico do solo mais favoravel ao dominio Bactéria. O teor de matéria
organica do solo foi o principal fator que contribuiu para distingdo entre os sistemas de preparo
do solo, o que pode ter propiciado ambiente mais estavel a microbiota do solo da cultura da soja.

Palavras-chave: Sistema de Plantio Direto, XANES, Qualidade do solo, Especiacao de P



ABSTRACT

Phosphorus speciation and microbiological attributes of soybean and wheat rhizosphere as

a function of soil tillage

Phosphorus (P) is one of the most limiting macronutrients for agricultural
production in humid tropical region because of its low natural content in soils and its
ability to form high energy binding compounds with the solid phase of the soil.
Chemical speciation, which consists in the distribution of a chemical element among
its chemical species, is a useful tool for evaluating P forms in the soil. The processes
and mechanisms that control soil nutrient availability as a function of soil tillage
influence P dynamics and cycling differently and, consequently, the amount and
distribution of soil P species. In the rhizosphere, there is a selection effect imposed
by the physico-chemical changes created in the vicinity of the roots that affect the
microbial composition. Soil microorganisms have mechanisms that influence the
dynamics of P in the soil and consequently assist the absorption of P by plants. The
objective in this research was to evaluate how P species and P availability are
influenced by tillage systems in the rhizosphere, row and inter row of soybean
(Glycine max L. Merril) and wheat (Triticum spp.) rotated in an Oxisol under
conventional tillage and no-tillage (NT) for 36 years. The techniques used for P
speciation were soil solution speciation, chemical fractionation and X-ray absorption
spectroscopy. The microbiological attributes evaluated were the carbon content of
the microbial biomass, the activity of phosphatase enzymes, the quantification of
bacteria and fungi by real time PCR - qPCR and the determination of bacterial and
fungal community structures by T-RFLP. Bioavailable P contents were higher in NT
than in conventional tillage. There was a predominance of monovalent P form
(H,PO,) in the soil solution. The predominant forms of P in the solid soil phase
were those linked to amorphous Al, gibbsite, goethite, hematite and phytic acid. The
fractions of P in the rhizosphere and sowing line were generally similar and higher
than the P fractions in the inter row, due to the rhizospheric effect or soil sampling
process. There was a similar distribution of labile, moderately labile and non-labile P
forms among all treatments. Carbon contents of the microbial biomass were higher
in NT system and sowing line than rhizosphere. Phosphatase activity was higher in
no-tillage, with similar levels in the rhizosphere and seeding row because of the
proximity of the root system. The predominance of bacterial abundance over fungi in
soil management systems may be related to the soil chemical environment more
favorable to the Bacteria domain. The soil organic matter content was the main
factor that contributed to the distinction between tillage systems, which may have
provided a more stable environment for soybean soil microbiota.

Keywords: No-Tillage System, XANES, Soil quality, P speciation



1. INTRODUGCAO

O foésforo (P) ¢ um dos macronutrientes mais limitantes para a produgao agricola em
grande parte dos solos tropicais imidos, devido ao seu baixo teor natural e a sua capacidade de
formar compostos de alta energia de ligagdo com a fase sélida do solo, o que resulta em baixas
quantidades de P disponivel as plantas. As espécies de P do solo sio divididas em fun¢ido da
natureza do composto a que estao ligadas.

Para o estudo do comportamento das formas de P no solo a especiagio quimica ¢ uma
ferramenta util, que consiste na avaliacio da distribuicio de um elemento quimico entre suas
espécies quimicas. Na especia¢ao quimica da solugao do solo a estimativa dos fons em solugao
geralmente ¢ efetuada por meio de programas computacionais, que utilizam calculos de equilibrio
quimico a partir das concentragdes totais dos componentes determinados experimentalmente, na
solucio do solo.

A espectroscopia de absor¢do de raiox-X ¢ outra técnica de especiagdo quimica que tem
sido utilizada, nas ultimas décadas, pela Ciéncia do Solo para o estudo da especiagio sélida do
solo, baseada na luz sincrotron essa técnica mede a variacao do coeficiente de absor¢io de uma
amostra de solo em func¢do da energia aplicada. A vantagem exclusiva dessa técnica é que o
método é nio destrutivo na identificagao molecular “in situ” das informag¢des quimicas locais do
elemento de interesse.

As técnicas de especiagdo quimica do solo além de estimar a distribuicao dos elementos
no solo ¢ utilizada também para auxiliar no entendimento sobre os processos e mecanismos que
controlam a disponibilidade de nutrientes no solo sob diferentes sistemas de preparo do solo, que
influenciam diferentemente a dinamica e a ciclagem de P e, consequentemente, a quantidade e
distribuicao das espécies na matriz do solo.

O revolvimento do solo é uma pratica utilizada no preparo convencional do solo desde
os primoérdios da agricultura. Esse processo quebra os agregados do solo, expde a matéria a
matéria organica do solo (MOS) aos processos de decomposi¢ao, acelera a erosio do solo e
favorece o aumento da fixacio de P devido a exposi¢do a novos sitios de adsor¢ao. Porém,
devido ao aumento do processo erosivo e a reducao no teor da MOS adotaram-se, nos ultimos
50 anos, praticas conservacionistas de solo, como o sistema de plantio direto (SPD).

O SPD preconiza a auséncia de revolvimento do solo associada a manutengao dos
residuos culturais na superficie do solo, o que influencia diretamente a diminui¢io da erosao

hidrica que atenua o impacto das gotas de chuva, propicia um ambiente estavel que favorece o



aumento na densidade e diversidade dos microrganismos que atuam nos processos de
mineralizacao e imobilizacao de P.

Os microrganismos do solo possuem mecanismos que influenciam a dinamica do P no
solo e, consequentemente, auxiliam a absor¢do de P pelas plantas. Dentre eles destacam-se as
associagOes micorrizicas, crescimento lateral de raizes e pélos radiculares induzido por fito-
hormonios, incremento dos processos metabdlicos que participam da solubilizagdo e
mineralizagdo de fosfatos por meio da exsudagdo de acidos organicos e producido de enzimas
fosfatases.

A compreensao da dinamica do P no solo nos distintos sistemas de manejo do solo
pode auxiliar na eficiéncia do uso deste nutriente nos sistemas agricolas, auxiliar na possivel
redu¢iao do consumo de fertilizante fosfatados e maximizar o potencial biolégico dos atributos
relacionados a qualidade do solo, o que aprimora as técnicas de manejo da fertilidade dos solos.

O objetivo nesta pesquisa foi compreender como as espécies e a disponibilidade de P
sao influenciadas pelo manejo de um Latossolo sob sistema de preparo convencional e plantio
direto em rotagao de soja (Glycine max 1. Mertil) e trigo (Triticum spp.) ha 36 anos, em fungio das

posicdes de amostragem da rizosfera, linha e entrelinha de semeadura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sistema de plantio direto

A agricultura conservacionista é o principal caminho para a agricultura sustentavel e a
conservagdao dos recursos naturais ¢ do meio ambiente. Os trés principios fundamentais dos
sistemas de agricultura conservacionista sao: () minimizar a perturba¢iao do solo (i) maximizar a
cobertura da superficie do solo (iii) estimular a atividade biolégica por meio de rotagdes de
culturas (FAO, 2016). O sistema de plantio direto (SPD) é um dos pilares da agricultura
conservacionista (SHAHZAD et al., 2010).

O SPD consiste em conjunto de processos tecnologicos destinados a explora¢io de
sistemas agricolas produtivos, que compreende a mobilizacdo de solo apenas na linha ou cova de
semeadura, manutencao permanente da cobertura do solo, diversificagio de espécies e
minimiza¢do ou supressao do intervalo de tempo entre colheita e semeadura (REBELLO;
TURETTA, 2017).

A introdugao do plantio direto no Brasil remonta ao final da década de 1960, e seu
desenvolvimento no Brasil ocorreu com o agravamento do processo erosivo dos solos no estado
do Parana nas décadas de 1960 e 1970, decorrente do sistema intensivo de preparo do solo
(CRUZ et al., 2015). Uma das dificuldades para implantacao do plantio direto no Brasil era a falta
de maquinas semeadoras, o que exigiu adaptacées das semeadoras convencionais a essa realidade
emergente. Enquanto o plantio direto ja vinha sendo pesquisado nos Estados Unidos na década
de quarenta e, mais intensamente, no final da década de cinquenta, somente em 1971 iniciaram-se
as primeiras pesquisas no Brasil e na América Latina (DERPSCH, 2000). As dificuldades iniciais
para o dominio da tecnologia do SPD e a resisténcia a mudanca de conceitos estabelecidos
atrasaram a plena adogao do SPD no pafs, particularmente no Cerrado. Somente a partir dos anos
noventa é que o SPD se expandiu e ocupou espagos importantes na agricultura brasileira
(OLIVEIRA, NOVAIS, ALVAREZ, 2002).

De acordo com o Censo Agropecuario 2017 (IBGE, 2017) o Brasil possui 33 milhes
de hectares sob SPD. Na ultima década, houve aumento de 85% na area sob plantio direto, a
maior parte esta concentrada nas regides Sul e Central, especialmente nos estados do Parana, Rio
Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso.

Embora o SPD tenha aumentado em area plantada no Brasil, a qualidade do SPD
empregado ainda ¢ um desafio, pois segundo Derpsch (2013) existem ameagas importantes a
sustentabilidade do SPD relativas a execucdo deficiente do SPD, as mais comuns estdo

relacionadas com a monocultura; a insuficiente cobertura do solo causada pela producio e adicao
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escassa se biomassa; perfodos do ano sem culturas ou sem suficiente cobertura vegetal sob a
superficie do solo (pousio); a insuficiente utilizagao de plantas de cobertura do solo e adubagio
verde; a deficiente distribuicio dos residuos pelas colhedoras; a eliminagdo indiscriminada ou a
nao existéncia de terracos em areas declivosas; o excessivo revolvimento do solo na operacao de
plantio e a falta de continuidade pela interrup¢ao periédica do SPD.

O sistema de plantio direto ndo deve ser visto apenas como um procedimento de
semeadura em solo nao revolvido e protegido por residuos vegetais de culturas anteriores. O
conceito de plantio direto deve assumir a visao integrada de um sistema (OLIVEIRA, NOVAIS,
ALVAREZ, 2002). Segundo Sa (1998) o SPD envolve a combinagdo de praticas culturais como:
(i) o uso de produtos quimicos e, ou praticas mecanicas no manejo de culturas destinadas a
adubacao verde, para forma¢ao de cobertura do solo, mediante manutencao dos residuos
culturais na sua superficie, (i) a combinagao de espécies com exigéncias nutricionais, produgao de
fitomassa e sistema radicular diferenciados, visando a constituir uma rotagao de culturas; (iii)
adocao de métodos integrados de controle de plantas daninhas, mediante a cobertura do solo,
herbicidas especificos e o nao-revolvimento do solo, exceto nos sulcos de semeadura.

A adogao do SPD resulta em beneficios pelo incremento na retengdo de agua no solo,
pelo decréscimo nas temperaturas maximas do solo, pelo controle da erosio e pela melhoria em
diversas outras propriedades fisicas, quimicas e biolégicas. A melhoria nessas propriedades resulta
em maiores rendimentos das culturas, sustentabilidade agricola e qualidade do solo sob SPD, em
comparagao ao sistema convencional de preparo do solo (HUNGRIA, 2010) .

As mobilizacGes da camada aravel, proporcionadas pelos sucessivos preparos de solo,
modificam a agregacao do solo e alteram outros atributos fisicos. A a¢do de implementos
agricolas na mobiliza¢do do solo, principalmente do arado e das grades de discos, fraciona e
desarranja os agregados do solo e acelera a oxida¢ao da matéria organica, o que torna os
agregados menores e menos estaveis. Esse processo de reducao de diametro, de desestabilizagao
e de desarranjo de agregados na camada aravel promove progressivamente redugao e
descontinuidade da porosidade total e elevacao da densidade do solo, com reflexos negativos
diretos na permeabilidade do solo ao ar, a agua e a raizes KOCHHANN; DENARDIN, 2000).

No SPD a nao incorporagao da biomassa da parte aérea das plantas de cobertura e dos
residuos das culturas comerciais ao solo torna possivel a manutengao de cobertura vegetal na
superficie do solo que favorece a acumulagao de matéria organica no solo, aumento da atividade
microbiana e maior mineralizacio de nutrientes como P que favorece o acesso de nutrientes
prontamente disponiveis para a absor¢ao de plantas (CORBEELS et al., 2016). O revolvimento

do solo sob preparo convencional promove maior contato entre o fon fosfato e a superficie dos
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coloides inorganicos, o que favorece reagoes de adsorc¢ao e a redugao de sua disponibilidade para
as plantas (LANTMANN; AUREO; CASTRO, 2004).

No SPD, ao contrario do que ocorre no sistema de preparo convencional, os
fertilizantes sdo aplicados na superficie do solo sem posterior incorpora¢do, o que tem
aumentado os teores de P total da camada superficial (RHEINHEIMER; ANGHINONI, 2001).
Portanto, os sistemas de manejo do solo podem alterar a dinamica das transformacoes de P de
maneira benéfica, melhorando a utilizacdo de P no solo ou de maneira prejudicial por perdas

desse nutriente (RHEINHEIMER et al., 2008).
2.2. Especiagao de fosforo no solo

As principais reacOes quimicas do solo ocorrem na solugiao do solo, a interface solo-
solu¢do é muito dinamica e os elementos dissolvidos sio afetados por varias reagdes, como
equilibrio acido-base, complexagao i6nica, precipitagdao e dissolugao de solidos, oxidacio, redugiao
e troca i6nica (FONTES; ALLEONI, 2000).

As interacOes quimicas que ocorrem na solugao do solo interferem na mobilidade e
disponibilidade dos nutrientes para as plantas (ZAMBROSI; ALLEONI; CAIRES, 2008). O
elemento ¢ considerado biodisponivel se estiver em uma forma quimica que a planta é capaz de
absorver rapidamente e, quando absorvido, afeta o ciclo de vida da planta (SPOSITO, 1989). A
biodisponibilidade de um elemento ¢ determinada pela competicao entre as raizes das plantas, a
solu¢io do solo e as fases solidas do solo. As propriedades eletroquimicas da fase sélida
influenciam diretamente o comportamento dos elementos do solo (FONTES; ALLEONI, 2000).

A maioria das particulas coloidais carrega carga elétrica significativa em sua superficie,
exibindo potenciais elétricos que se estendem a soluciao do solo. Os fons presentes na solugao
interagem com essas cargas, ¢ os da mesma carga sio repelidos, enquanto o oposto ¢ atraido.
Portanto, potenciais eletrostaticos associados a superficies de carga podem ter influéncia
significativa na adsor¢ao de fons (FONTES; ALLEONI, 20006). Nos solos altamente
intempetizados, os 6xidos/hidréxidos sao os principais responsaveis pela alta retencdo de fosfato
(NOVAIS, SMYTH, 1999).

A biodisponibilidade de fésforo em ambientes terrestres esta relacionada a
concentracao total na solucao e a distribuicao de suas espécies, como ortofosfato livre (H,PO,,
HPO,?, PO,”), formas orginicas ou complexos coloidais (HENS; MERCKX, 2002). O pH
influencia a proporcio dos anions H,PO, e HPO,” na solucio do solo, na quantidade de cargas
elétricas negativas e positivas, ou seja, no potencial elétrico da superficie dos coloides com cargas

elétricas variaveis (HAYNES, 1982).
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A presenca de fosforo na solu¢ao do solo é determinada também por sua interagio com
os fons Fe, Al e Ca. Em ambientes mais acidos, a formacao de fosfatos de aluminio, de baixa
solubilidade, controla a presenca de P em solu¢ao. Em pH mais elevado, a formacao de fosfatos
de calcio, também de baixa solubilidade, passa a controlar P (NOLLA; ANGHINONI, 2000).

Para o estudo do comportamento das formas de P no solo a especiagdo i6nica é uma
ferramenta util, que consiste na avaliagdo da distribuicdo do elemento entre suas espécies
quimicas na solu¢ao do solo. Na especiagdo sdao levadas em conta espécies complexadas e nao
complexadas e a distribuigdo entre os estados de oxidag¢do, e obtem-se com resultado em quais
formas os elementos se apresentam na solu¢ao do solo.

A estimativa da especiagdo quimica dos fons em solu¢ao geralmente ¢ efetuada por
meio de programas computacionais que utilizam calculos de equilibrio quimico a partir de
concentragoes totais de componentes determinados experimentalmente na solu¢io do solo. O
Minteq ¢ um programa geoquimico de modelagem de solu¢bes aquosas e de interagdes com fases
solidas (ALLISON et al., 1991). Com base em constantes de equilibrio, usa o principio de agao
das massas para relacionar as atividades de metais, ligantes e complexos metal-ligantes, sendo
essas relacoes ligadas por meio de equagoes de balango de massa (RODELLA, 20006).

Ao analisar uma amostra de solugio de solo, determina-se normalmente: pH,
condutividade elétrica, carbono organico dissolvido e teores totais de componentes inorganicos,
tais como: K', NH,", Ca®" Mg2+’ NO;, HPO,/*, SO,*, CI', CO,* (RODELLA, 2006) que sdo
usados posteriormente para efetuar a estimativa da especiagdo quimica dos fons em solugao por
meio do programa de modelagem. Os resultados ajudam a interpretar, com maior ou menor
sucesso, 0s Processos que ocorrem em sistemas naturais (RODELLA, 20006).

Muitos métodos foram desenvolvidos para caracterizar o P do solo, e o mais usado é o
fracionamento quimico sequencial. O método proposto por Hedley et al. (1982) envolve
extragdes sequenciais com reagentes alcalinos e acidos que extraem as formas de P do solo. Com
uso desse método, consegue-se descrever de forma precisa as transformacoes de P ao longo do
desenvolvimento do solo de acordo com os processos bioldgicos na dinamica dos pools de P que
contribuem para a ciclagem de P (MOIR; TIESSEN, 2007).

O fracionamento quimico tem sido amplamente utilizado para investigar a distribuicao
de formas labeis e nao labeis de Pi e Po entre fosfatos minerais e componentes organicos do solo
(ARRUDA COELHO et al,, 2019; RODRIGUES et al,, 2016; SHI et al., 2015). Porém, o
método do fracionamento mede apenas o estoque de P com base na solubilidade de diversos
extratores e nao determinam formas P inorganicas ou organicas especificas (CADE-MENUN;

LIU, 2014).
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A técnica de espectroscopia de absor¢ao de raios-X (XAS) foi desenvolvida no inicio da
década de 1970 (SAYERS; STERN; LYTLE, 1971) e nas dltimas décadas tem sido amplamente
utilizada por meio da radiagao sincrotron no estudo de diversas aéreas da Ciéncia do Solo, como
mineralogia e geoquimica (KELLY et al, 2008). A espectroscopia de absor¢do de raios-X
consiste na medi¢ao da variacio do coeficiente de absor¢io de uma amostra em funcio da
energia aplicada (KRUSE et al., 2015).

Os espectros de absorcido sao obtidos a partir da excitagdo dos elétrons dos atomos do
elemento de interesse, que ocorre a quando a energia dos raios-X que incide sobre a amostra ¢é
aproximadamente igual a energia de liga¢do dos elétrons do atomo de interesse (Lombi; Susini,
2009). No caso do fosforo, a energia da borda de absor¢ao ¢ préoxima a 2151 eV. Semelhante a
outras técnicas espectroscopicas, a relacdo entre as caracteristicas espectrais e os fendmenos
atomicos leva a interpretagdes em escala molecular. No entanto, os espectros XAS derivados do
solo representam uma absor¢ao média ponderada do grande numero de atomos absorventes
(KIZEWSKI et al., 2011) devido a caracteristica heterogénea da matriz do solo.

Os espectros de absor¢io podem ser coletados em misturas heterogéneas de gases,
liquidos e ou sélidos com reduzido ou nenhum pré-tratamento de amostra, o que a torna uma
técnica favoravel para o estudo de solos (KELLY et al., 2008). O espectro de absor¢ao ¢ dividido
em trés regides: (1) primeira regido abaixo da borda de absor¢ao ¢ chamada de pré-borda; (i)
segunda regiao ¢ denominada XANES (iii) terceira regiao é chamada de EXAFS. A técnica de
espectroscopia de absor¢ao de raios-X proximo a estrutura da borda (X-ray espectroscopy near
edge structure — XANES) é um método que determina as provaveis espécies de P do solo
comparando os dados com padroes de P conhecidas. Os resultados espectrais obtidos pela
analise XANES na borda K do P geralmente mostram caracteristicas unicas entre grupos de
espécies P (HASHIMOTO; WATANABE, 2014).

Um dos inconvenientes associados a espectroscopia XANES da borda K do P ¢ a falta
de sensibilidade na diferenciacao de espécies de fosfato organico (HESTERBERG, 2010). A
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *'P 'P-RMN) é um método mais poderoso
que a espectroscopia XANES para identificar espécies organicas de P (HASHIMOTO;
WATANABE, 2014).

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 31P (31P-RMN) pode ser usada
para obter estimativas qualitativas e quantitativas das formas de P no solo, tais como ortofosfato
inorganico, polifosfato, fosfonato, pirofosfato, ortofosfato monoésteres, como fosfato de inositol

e ortofosfato diésteres, como fosfolipidios. A técnica >'P NMR ¢ relativamente insensfvel, exige
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mais de 100 ug mL." de P na solucio para anilise quantitativa, e a extracio e a concentra¢io do
extrato sao necessarias para produzir bons espectros (CADE-MENUN; PRESTON, 1996).

Os trabalhos iniciais de P- RMR no estudo do solo produziram espectros muito
amplos com pouca resolucao de picos individuais. Assim, as formas P eram identificadas apenas
como classes de compostos, por exemplo, ortofosfato, ortofosfato monoésteres, com poucas
tentativas de identificar formas P especificas. Porém, com os avangos ao longo do tempo, a
técnica permite agora que a maioria dos picos sejam identificados e comparados com bibliotecas
de compostos, apesar de ainda ser dificil distinguir algumas formas especificas (CADE-MENUN,
2017).

Cada método tem sua especificidade e limitacao, porém o uso combinado dos diferentes
métodos disponiveis para estudo do P no solo (especiagao idnica da solugdo, fracionamento
sequencial e técnicas espectroscépicas XANES e *'P-RMN) ¢ importante para determinar com

precisio a especiagao de P nos solos (AJIBOYE et al., 2007).
2.3. Atributos da microbiologia do solo influenciados pelo manejo do solo

Os microrganismos, juntamente com a meso ¢ macrofauna e as raizes das plantas,
constituem a fracao viva da matéria organica do solo e podem ser utilizados como indicadores
biolégicos ou bioindicadores, uma vez que estdao intimamente relacionados ao funcionamento do
solo e tem estreita relagio com seus componentes fisicos e quimicos (MENDES et al., 2009).
Dentre os parametros utilizados pela comunidade cientifica para caracterizar o componente
biolégico dos solos, destacam-se as avaliagdes de fauna do solo, o crescimento de raizes e planta
e as avaliacoes de biomassa, atividade e diversidade microbiana (MENDES et al., 2009).

As propriedades biologicas e bioquimicas do solo, tais como: a atividade enzimatica, a
taxa de respiracao, a diversidade e a biomassa microbiana, sao indicadores utilizados no
monitoramento de alteragdes ambientais decorrentes do uso agricola e sio ferramentas para
orientar o planejamento e a avaliagao das praticas de manejo utilizadas (DORAN et al., 1994).

A biomassa microbiana do solo é um componente essencial da matéria organica do solo
que, entre outras fungoes, regula a ciclagem de nutrientes no solo. As determinagdes do teor do
carbono da biomassa microbiana do solo sio importantes para avaliagio do tamanho do
reservatério ativo e dinamico da matéria organica do solo, constituido basicamente por fungos,
bactérias e actinomicetos (OLIVEIRA; MENDES; VIVALDI, 2001).

Os microrganismos do solo possuem mecanismos que influenciam a dinamica do P no
solo e consequentemente auxiliam a absor¢ao de P pelas plantas. Dentre eles destacam-se: (i)

incremento da area superficial das raizes pela extensio do sistema radicular por meio das
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assoclagOes micorrizicas ou pela promogao do crescimento de raizes laterais e pelos radiculares
induzidos por fito-hormonios; (if) deslocamento do equilibrio de adsor¢iao, do que resulta a
transferéncia de fons fosfato para a solug¢do do solo ou incremento na mobilidade de formas
organicas de P; (iii) estimulos de processos metabolicos efetivos na solubilizagao e mineralizagao
do P a partir de formas pouco disponiveis de fésforo inorganico e organico. Esses processos
incluem a excregao de fons hidrogénio, liberacio de acidos organicos, producao de sideréforos e
a producio de enzimas fosfatases capazes de hidrolisar o P organico (MENDES; REIS JUNIOR,
2003).

A comunidade microbiana mais complexa, diversa e ativa esta localizada na rizosfera, a
camada do solo imediatamente influenciada pela rizodeposicao (PRASHAR; KAPOOR;
SACHDEVA, 2014). Na rizosfera, ha efeito de selecao imposto pelas mudangas fisicoquimicas
criadas na proximidade das raizes que moldam a composi¢do microbiana. Essa selecio pode
ocorrer tanto indiretamente, favorecendo o crescimento de microrganismos oportunistas
adaptados a condi¢oes quimicas especificas, como pelo recrutamento ativo de microrganismos
que favorecem o desenvolvimento e nutricio da planta e auxiliam na capacidade da planta de
resistir a estressores bidticos e abidticos (BULGARELLI et al., 2013; MENDES; GARBEVA;
RAAIJMAKERS, 2013). Fora da zona de influéncia das raizes, o solo pode ser considerado
oligotréfico ou relativamente pobre em fontes de carbono disponiveis (ROSADO, 2000).

As praticas agricolas sio frequentemente correlacionadas com mudangas na estrutura
das comunidades microbianas associadas as plantas. Essa influéncia decorre de mudangas fisicas e
quimicas promovidas na matriz do solo, que influenciam a maneira pela qual as plantas exercem a
selecdo de seu microbioma (ANDREOTE; GUMIERE; DURRER, 2014).

As praticas agricolas causam disturbios nacomunidade microbiana do solo. Os
distarbios fisicos causados no solo pela aeragdo e pelo manejo de residuos sio fatores
determinantes da atividade da biota do solo e da diversidade de espécies do agroecossistema. A
aracao utilizada no preparo convencional do solo usualmente causa disturbio de pelo menos 15-
25 c¢m na superficie do solo e homogeneiza as caracterfsticas fisicas e a distribui¢ao de residuos. A
perda de um habitat de solo estratificado causa decréscimo na densidade de espécies (ALTIERI,
1999).

Um solo com teor elevado de matéria organica tende a manter a popula¢ao microbiana
mais estavel ao longo do ano, provavelmente, em decorréncia da riqueza de nichos ecolégicos,
pela heterogeneidade das fontes de carbono (GRAYSTON et al., 2001). A diversidade de plantas
estimula diferentes espécies da biota do solo, o que favorece interagdes e o estimulo entre os

componentes do sistema solo. As intera¢oes bidticas dependem da riqueza das espécies de
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plantas e de seus modelos de distribuicio (BEARE et al.,, 1995). A biomassa microbiana é maior
em solos sob SPD do que em solos sob preparo convencional (FRANCHINI et al., 2007;
BALOTA et al,, 1998). O SPD também favorece quantitativamente alguns microrganismos de
importancia agricola, como bactérias diazotréficas (HUNGRIA, 2000) e fungos micorrizicos
atbusculares (COLOZZI FILHO; BALOTA, 1999). A inclusio de espécies leguminosas e/ou
adubos verdes no sistema de rotacdo de culturas no SPD também apresentam beneficios para a
microbiota do solo (FRANCHINI, 2007).

Sistemas agricolas que possuem cultivo de espécies diferentes no espago e no tempo
potencializam o sistema solo a se organizar em estruturas fisicas e quimicas com complexidade e
diversidade crescente e alta quantidade de energia e matéria retida na forma de compostos
organicos e biota edafica, o que habilita o solo a exercer suas fun¢Oes na natureza e,

consequentemente, atingir um alto padrao de qualidade (VEZZANI; MIELNICZUK, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Descrigao da area experimental e caracterizagao inicial do solo

A area experimental foi ocupada com o cultivo de café (Coffea sp.) por aproximadamente
40 anos até 1973, quando entao passou a ser utilizada para a produgao de grios em sistema de
sucessao com trigo no inverno e soja no verao, cultivados sob manejo convencional do solo com
a utiliza¢ao de arados e grades até a implementa¢io do experimento em 1981/1982 na Fazenda
Experimental da Embrapa Soja em Londrina, estado do Parana (PR) em um Latossolo Vermelho
distroférrico (DEBIASI et al., 2013), o qual continua sendo conduzido até os dias atuais. O clima
de Londrina é subtropical umido, classificado como Cfa conforme a classificagao de Koppen,
com temperatura maxima de 25,5°C em fevereiro e minima de 13,3°C em julho e precipitacdo

média anual de 1.651mm (Figura 1).
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Figura 1. Precipitacio e temperatura médias do municipio de Londrina-PR no periodo de 2013 a 2018.

Alguns atributos quimicos e fisicos do solo da area experimental foram determinados

antes da instalacao do experimento. (Tabelas 1, 2 e 3).

Tabela 1. Caracterizagio quimica do Latossolo Vermelho distroférrico, antes da implantacdo do
experimento, em 1980 segundo Debiasi et al. (2013).

pHHO  Ca Mg K AT P2 C
mm01c dm—3 “““““““““““ mg dm—?) g kg—l
o 6 20 4.2 0,0 21 12

1 Extrac¢io com KCI 1M; 2 Extragdo com Mehlich 1 (0,05 mol L' de HCl e 0,0125 mol L de H2SOy).
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Tabela 2. Caracteriza¢io fisica em profundidade do Latossolo Vermelho distroférrico, antes da
implantacio do experimento, em 1980. Fonte: Debiasi et al. (2013).

Camada Ds Pt MA MI CAD
--- cm --- -- Mg m” m’m”>
0-14 1,09 0,62 0,22 0,40 0,12
14-25 1,13 0,62 0,19 0,43 0,11
25-40 1,08 0,62 0,19 0,43 0,11
40-60 1,04 0,64 0,21 0,43 0,11

Ds: densidade do solo; Pt: porosidade total; MA: macroporosidade. MI: microporosidade. CAD:
capacidade de armazenamento de agua disponivel.

Tabela 3. Teores de argila, silte e areia em profundidade de um Latossolo Vermelho distroférrico, antes
da implantacdo do experimento, em 1980. Fonte: Debiasi et al. (2013).

Camada Argila Silte Arela
-—-cm - gkg'

0-10 776 164 60
10-20 788 154 58
20-30 809 142 49
30-40 830 118 52
40-60 837 121 43
60-80 846 98 56
80-100 825 113 62

3.2. Delineamento experimental e amostragens do solo

O experimento é conduzido em delineamento experimental em blocos casualizados,
com quatro repeti¢des, em parcelas de 8 x 50 m, com érea total de 400 m* (Figura 2). Neste
trabalho foram utilizados os tratamentos de sistema de plantio direto (SPD) e preparo
convencional com arado de discos que foi denominado sistema de preparo convencional (SPC).
Foram escolhidas trés posicdes de amostragem: rizosfera, linha e entrelinha (Figura 3), num
sistema fatorial 2 x 3, sendo dois sistemas de manejo do solo e trés posi¢des de amostragem do
solo.

Quinze plantas por parcela foram retiradas do solo com auxilio de uma vanga de
aproximadamente 15 cm no periodo de florescimento da soja (Ghyeine max L. Merril ) e do trigo
(Triticum spp). As plantas foram acondicionadas em sacos plasticos tomando-se cuidado para nao
desfazer a agregacao ao redor do sistema radicular. Posteriormente, as plantas foram levadas ao
laboratério (Figura 3a) onde se realizou a separagao do solo da rizosfera (Figura 3a). As amostras

da rizosfera foram coletadas seguindo uma adaptagio do método proposto por Chung e Zasoski

(1994).
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Figura 2. Aspecto visual da cultura da soja na safra 2008/2009 (cultivar BRS 184), em func¢io dos
diferentes sistemas de preparo do solo Adaptado de Debiasi et al. (2013). Indicacdo das parcelas do
sistema de preparo convencional (SPC) e sistema de plantio direto (SPD).

Figura 3. a: Materiais utilizados para separacido do solo rizosférico; b: Solo rizostérico sendo separado
com auxilio de pincel; c: Coleta de solo da entrelinha com tradagem a 20 cm de profundidade.

Primeiramente, as plantas foram suavemente abaladas, o solo nao aderido que se
desprendeu apos a primeira abalada foi separado e utilizado para compor as amostras da linha de
semeadura. A fracdo do solo que permaneceu completamente aderido as raizes foi removida
cuidadosamente com o auxilio de pincel e depois foi utilizada para compor as amostras da
rizosfera (Figura 3b). As amostras da entrelinha foram realizadas em campo por meio de

tradagens a 20 cm de profundidade (Figura 3c).
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As amostras de solo separadas para as analises microbiolégicas foram acondicionadas
em tubos Eppendorf de 2 ¢ e mantidos em freezer a -80°C até o momento das analises. As
amostras de solo separadas para as analises quimicas foram secas ao ar, passadas por uma peneira

de 2 mm de malha e armazenadas em sacos plasticos até o momento das analises.

3.3. Historico de operag6es de manejo, calagem e adubagao

Desde a instalacao do experimento até a safra 1999/2000 a semeadura da soja foi
realizada com semeadora-adubadora tratorizada equipada com hastes sulcadoras. A partir da safra
2000/2001 até o momento, utilizou-se semeadora-adubadora tratorizada com sistema guilhotina
e sulcadores para semente do tipo disco duplo desencontrado, com espagamento entrelinhas de
45 cm. Para semeadura do trigo ¢é utilizada semeadora-adubadora tratorizada, equipada com
sulcadores do tipo disco duplo desencontrado para adubo e semente, com espacamento
entrelinhas de 17 cm (DEBIASI et al., 2013).

O sistema de preparo convencional (SPC) é realizado anualmente antecedendo a
implantacdo da soja, no verao, por meio de ara¢ao com o uso de arado de discos de 26 polegadas
que atua, em média, a 22 cm de profundidade, seguido de duas gradagens leves. No inverno,
antes da semeadura do trigo, com exce¢ao do sistema plantio direto (SPD), é realizada uma
gradagem pesada seguida de uma gradagem leve (DEBIASI et al., 2013).

A calagem é realizada a cada quatro anos, com a aplicagio média de 2 t ha™ de calcério
dolomitico visando a alcancar 60% de saturagao de bases e aumentar o pH em agua para
aproximadamente 5.5. No SPD, o calcario ¢ aplicado em superficie, enquanto no SPC o calcario é
incorporado pelo arado (DEBIASI et al., 2013).

O manejo das culturas e os tratamentos fitossanitarios e demais tratos culturais sdao
realizados de acordo com as indicagdes técnicas para as culturas da soja e o trigo no Estado do
Parana, vigentes em cada safra avaliada. No caso do SPD, em todas as safras, as parcelas foram
dessecadas apds a colheita do trigo e da soja mediante a aplicacdo de herbicidas nao seletivos
(DEBIASI et al., 2013).

A adubagcio das culturas de soja e trigo foi realizada segundo descrito nas tabelas 4 e 5.
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Tabela 4. Data de semeadura e colheita, cultivares utilizados e quantidades de macronutrientes aplicados via
adubagio de base na cultura da soja, nas safras de 1987 a 2017. Adaptado de Debiasi et al. (2013).

Ano® Cultivar Data da Data da Adubagiao
semeadura colheita P,O; K,O
—————— kg ha'-—--
1987 Parana 25/11/87 17/03/88 48 24
1988 Parana 23/11/88 16/03/89 48 24
1989 Parana 25/11/89 20/03/90 48 24
1990 Parana 27/11/90 18/03/91 48 24
1991 Parana 29/11/91 19/03/92 48 24
1992 Parana 27/11/92 17/03/93 48 24
1993 Parana 24/11/93 22/03/94 48 24
1994 BR 37 14/11/94 21/03/95 48 24
1995 BR 37 12/11/95 18/03/96 48 24
1996 BR 37 04/11/96 17/03/97 0 0
1997 Embrapa 48 14/11/97 26/03/98 48 24
1998 BR 37 11/11/98 25/03/99 0 0
1999 Embrapa 48  07/11/99 25/03/00 34 34
2000 BRS 133 14/11/00 25/03/01 0 0
2001 BRS 133 09/11/01 26/03/02 60 60
2002 BRS 156 12/11/02 22/03/03 40 40
2003 BRS 156 14/11/03 31/03/04 56 40
2004 BRS 184 14/11/04 24/03/05 40 40
2005 BRS 232 20/11/05 31/03/06 50 50
2006 BRS 232 27/11/06 29/03/07 40 40
2007 BRS 232 06/11/07 22/03/08 50 50
2008 BRS 184 25/11/08 16/03/09 50 50
2009 BRS 255RR 29/10/09 08/03/10 50 50
2010 BRS 295RR 27/10/10 15/03/11 52 52
2011 BRS 316RR 28/10/11 13/03/11 60 60
2012 BRS 255RR 17/10/12 01/03/13 06 06
2013 BRS 360RR 19/10/13 19/02/14 54 54
2014 BRS 360RR  07/11/14 13/03/15 60 60
2015 BRS 360RR 16/10/15 13/02/16 60 60
2016 BRS 360RR 17/10/16 24/02/17 64 64
2017 BRS 1010 iprc  05/10/17 @ 60 60

M As informagGes referentes as safras 1981/1982 a 1986/1987 nao foram recuperadas. @ Nao foi aplicado
fertilizante nitrogenado em nenhuma das safras avaliadas, sendo as sementes de soja sempre inoculadas
com Bradyrhizobium japonicum e B. elfanii. @ Desde a safra 1998/1999, 20 g ha~! de molibdénio na forma da
molibdato de sédio e 2 g ha™! de cobalto na forma de cloreto de cobalto vem sendo aplicado nas sementes
de soja. @ Sem informacio.
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Tabela 5. Datas de semeadura e colheita, cultivares utilizados e quantidades de macronutrientes aplicados
via adubacio de base na cultura do trigo, nas safras de 1989 a 2017. Adaptado de DEBIASI et al. (2013).

Ano™ Cultivar Data de Data de Adubacio®
semeadura colheita N P,0O. K,0
—————————————— kg ha'--oeeeee
1989 © 16/05/1989  14/09/1989 13 48 24
1990 & 14/05/1990  12/09/1990 13 48 24
1991 © 24/04/1991  27/08/1991 13 48 24
1992 @ Q] “ Q] @ @
1993 BR 23 22/04/1993  02/09/1993 13 48 24
1994 @ @ @ @ O Q)
1995 BR 18 23/04/1995  22/08/1995 13 48 24
1996 Ocepar 16 17/05/1996  20/09/1996 13 48 24
1997 BR 18 20/05/1997  18/09/1997 13 45 26
1998 BR 18 08/05/1998  17/09/1998 14 50 29
1999 BR 18 12/05/1999  08/09/1999 16 56 32
2000 BR 18 23/05/2000  29/09/2000 12,8 45 26
2001 BRS 193 05/05/2001  03/09/2001 16 56 32
2002 BRS 193 23/05/2002  25/09/2002 20 70 40
2003 BRS 208 30/04/2003  15/09/2003 16 56 32
2004 BR 208 11/05/2004  15/09/2004 20 70 40
2005 BRS 208 13/05/2005  08/09/2005 16 56 32
2006 BRS 239 13/05/2006  22/09/2006 14 50 29
2007 BRS 208 21/04/2007  25/08/2007 16 56 32
2008 BRS 208 06/05/2008  08/09/2008 0 40 40
2009 BRS 208 05/05/2009  16/09/2009 20 60 38
2010 BRS 208 06/05/2010  02/09/2010 14 68 41
2011 BRS 208 03/05/2011 14/09/2011 20 70 40
2012 Tangara 25/04/2012  30/08/2012 20 40 70
2013 Pardela 05/05/2013  20/08/2013 0/21 52/52 52/52
30/04/2014 24 84 48
2014 Pardela 21/05/2014 15/09/2014 45 0 0
27/04/2015 0 62 62
2015 Galha azul 20/05/2015 03/08/2015 50 0 0
2016 Galha azul 03/05/2016  14/09/2016 24 84 48
. 09/05/2017 24 84 48
2017 BRS sabia 14/06/2017 14/09/2017 7 0 0

M As informagoes referentes as safras de 1982 a 1988 ndo foram recuperadas. @ Nio foi aplicado
fertilizante nitrogenado em cobertura em nenhuma das safras avaliadas- @ Sem informacio. @ Perda total
de produgio devido a ocorréncia de seca.
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3.4. Andlises do solo
3.4.1. Mineralogia da fragao argila

A analise mineraldgica da fracdo argila foi realizada por difratometria de raios-X (DRX).
Para preparagdo das amostras foram pesados 50 g de terra fina seca ao ar (TFSA) em béquer e
adicionados perdxido de hidrogénio (H,O,) para remog¢ao da matéria organica e hidréxido de
sédio (NaOH 0,2 mol L") para promover a dispersio das particulas. Posteriormente, a fragio
areia foi separada em peneira de malha 0,5 mm, e as fragdes argila e silte separadas por
sedimentagdo baseada na lei de Stokes (GEE, G.W.; BAUDER, 1980).

A partir da fragdo argila procedeu-se a extracio dos oxidos de ferro (desferrificagao)
pelo método ditionio-citrato-bicarbonato de sédio (MEHRA, O.P.; JACKSON, 1960). Apos a
desferrificacio foram realizados tratamentos adicionais que além de servirem para melhorar a
expressao dos reflexos de alguns constituintes presentes em pequena propor¢dao, foram
necessarios para identificacao de argilominerais de estrutura 2:1 secundarios. Esses tratamentos
foram realizados segundo método proposto pela EMBRAPA, (1997): (i) Saturacio com magnésio
a 25°C (diferenciacdo de minerais 2:1 expansiveis dos niao expansiveis); (i) Saturacio com
magnésio e solvatacao com etilenoglicol (diferenciacio de vermiculita e esmectita); (iif) Saturagao
com potassio e secagem a 25°C (diferenciacio de clorita e vermiculita ou esmectita com hidroxi-
Al entrecamadas (VHE ou EHE) de minerais 2:1 expansiveis); e (iv) Saturacio com Potassio e
aquecimento, em mufla, a 350 e 550°C (diferenciagao de clorita de VHE ou EHE).

A concentragio de éxidos na fragio foi realizada apés com adi¢aio de NaOH 5 mol L'
para destruicio dos minerais silicatados e consequente concentracio de 6xidos de Fe, segundo
método proposto por Norrish e Taylor, (1961).

As laminas de argila natural e argila deferrificada foram preparadas de forma orientada,
pelo método do esfregaco, visando a intensificar as reflexdes dos planos cristalinos dos
argilominerais. Com o auxilio de uma espatula colocou-se um pouco de amostra em estado
pastoso no centro da lamina e com a ajuda de outra lamina promoveu-se a orientagao da amostra
deslizando sempre no mesmo sentido, uma lamina sobre a outra. Os difratogramas das amostras
foram obtidos usando difratdmetro Rigaku Miniflex II equipado com tubo de cobre (Cu) com

velocidade angular do goniémetro de 0,02 °26 s e amplitude de 3 a 90 °2 6.
3.4.2. Atributos quimicos para fins de avalia¢do da fertilidade do solo

As coletas de solo foram realizadas no momento do florescimento da soja, no verao, e

do trigo, no inverno. Apos as coletas, as amostras de solo foram secas ao ar, destorroadas e
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peneiradas em peneira de malha de 2 mm. Posteriormente, a TFSA foi acondicionada em
recipientes plasticos para realizacio das analises quimicas. As caracteristicas quimicas do solo
foram determinadas segundo metodologia proposta por Raij et al. (2001).

O pH foi determinado em CaCl, 0,01 mol I." com relagio solo solucdo 1:2,5, o teor de
carbono organico (CO) foi extraido com dicromato e determinado pelo método colorimétrico.
Posteriormente o teor de matéria organica (MO) foi estimado com uso da férmula MO = CO x
1,724. O teor de fésforo (P) foi extraido com resina trocadora de fons e determinado pelo
método colorimétrico, o teor de enxofre (S) foi extraido com fosfato de cilcio 0,01 mol L' e
determinado por turbidimetria, enquanto os teores dos cations trocaveis (K, Ca, Mg) foram
extraidos com resina trocadora de fons, sendo o K quantificado por fotometria de emissio de
chama e Ca e Mg por espectroscopia de absor¢ao atdmica, o aluminio trocavel (Al) foi extraido
com KCI 1 mol L' e determinado por titulacio com hidréxido de sédio 0,05 mol L', a acidez
potencial (H+Al) foi extraida com acetato de calcio 0,5 mol "' a pH 7. Os valores de soma de
bases (SB), capacidade de toca de cations (CTC), satura¢io por bases (V%) e saturagdo por

aluminio (m%) foram entdo calculados.
3.4.3. Ac¢ao dos extratores de fosforo

Para ambas as extragcdes com as solu¢des Mehlich 1 (HCI 0,05 mol L' + H,SO, 0,0125
mol L', pH 1,2) e Mehlich 3 NH4F 0,015 mol L'+ NH,NO; 0,25 mol L' + CH,COOH 0,2
mol L' + HNO, 0,013 mol L' +EDTA 0,001 mol L.", pH 2,5), foram pesados 20 g de TFSA em
recipientes plasticos, separadamente para cada extragdao, e adicionados 200 mL da solugiao
extratora e posterior agitacio em agitador horizontal por 5 min seguida de decantagdao por 16 h.
Posteriormente uma aliquota de 2,5 mL do sobrenadante foi retirada para determinagao de P por
colorimetria segundo Tedesco et al. (1995).

Para determinacao dos teores pseudototais de P foi pesado 0,5 g de TFSA que foi
transferido para tubos de teflon e adicionados 3 mL de acido cloridrico (30% de pureza) e 9 mL
de acido nitrico (65% de pureza). Apds 1 h em repouso, os tubos foram tampados e levados para
o forno micro-ondas, modelo MARSXpress (CEM Corporation). A sequéncia de aquecimento
correspondeu ao aquecimento a 175°C em 5 min a 90% da poténcia, seguido de mais um ciclo
de 5 min a temperatura a 175°C. Apds o fim dos petriodos de aquecimento, os tubos
permaneceram dentro do forno micro-ondas por 15 min para resfriamento parcial quando entiao
foram transferidos para capela de exaustao, onde permaneceram em repouso durante 15 min para
atingirem temperatura ambiente. Posteriormente, os extratos foram filtrados em papel filtro

quantitativo, faixa azul, e foram transferidos para baloes volumétricos do 100 mL, e o volume foi
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completado com agua ultrapura. A determinagdo dos teores elementares foi realizada utilizando
espectrometro de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), modelo,

Thermo Scientific iCAP 6300 Duo.
3.4.4. Especiagao ionica de fésforo da solugao do solo

A solugio do solo foi obtida utilizando-se o método do extrato aquoso (WOLT, 1994).
Para cada extrato foi utilizada relacao solo: agua 1:1, adicionando-se 20 g de terra e 20 ml. de
agua ultrapurificada em tubos de centrifuga de 50 mL, que foram agitados inicialmente por 15
min em mesa agitadora horizontal a 150 rpm, permanecendo posteriormente em repouso por 1h.
Em seguida, a solugio foi agitada novamente por mais 5 min e centrifugada por 30 min a 1844 x
g.

Foram realizadas trés extragdes separadamente, para obtencdo dos extratos e posterior
determinagdao dos teores dos anions, cations e carbono organico dissolvido (COD). As solugdes
extraidas para determinacio dos teores de anions e cations foram filtradas em membrana de
celulose de 0.45 um (Milipore) e em seguida foram congeladas até a determinagdo. A solugdo para
determinac¢io de catbono organico dissolvido foi filtrada em filtro de microfibra de vidro GF/F
de 0,7 um, previamente calcinado a 500 °C por 6 h. Posteriormente, o extrato foi acondicionado
em frasco de vidro com adi¢io de 0,1 ml. de solu¢io de HgCl, 30 mmol L' para evitar
proliferacio de microrganismos e foi mantido sob refrigeracao até determinagao. Todas as
filtragens foram realizadas com o auxilio de seringas plasticas de 60 mL a pressio manual.

Nos extratos filtrados foram determinados o pH por potenciometria e a condutividade
elétrica (CE) por eletrometria. Os teores de cations foram determinados por ICP-OES, os teores
de anions por cromatografia idnica e o carbono organico dissolvido foi determinado por
analisador de carbono organico total (TOC-L SHIMADZU).

Apds a determinacdo quantitativa dos teores totais de cations, anions ¢ COD nos
extratos a estimativa da especiagdo ionica da solugao do solo foi determinada por meio do
programa computacional Visual MINTEQ (GUSTAFSSON, 2019), que se baseia em constantes
de equilibrio das reagcdes e no principio de agao de massas para obtencdo das atividades de
metais, ligantes e complexos metal-ligantes. A simulacio da complexacio entre as espécies
quimicas com os compostos organicos foi baseada no modelo SHM (Stockholm Humic Model).
O percentual de distribuigdo e a concentragao das espécies de fésforo em equilibrio na solugiao
do solo foram estimados com base nos valores das constantes de formacio e estabilidade do

banco de dados do Visual MINTEQ.



26

3.4.5. Especiagao de fosforo da fase solida por XAS/XANES

A especiagao de fosforo da fase sélida do solo foi realizada por meio de espectroscopia
de absor¢iao de raios X (XAS), por meio da analise XANES na borda K do fésforo, que foi
realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) — Campinas/SP na linha de luz de
espectroscopia de raios X moles (SXS).

Amostras de solos das quatro repeti¢oes de cada tratamento formam moidas em
almofariz, passadas em peneira de malha 149 um, misturadas e homogeneizadas para formar uma
amostra composta. No total foram 12 amostras compostas: rizosfera soja SPD, linha soja SPD,
entrelinha soja SPD, rizosfera soja SPC, linha soja SPC, entrelinha soja SPC, rizosfera trigo SPD,
linha trigo SPD, entrelinha trigo SPD, rizosfera trigo SPC, linha trigo SPC, entrelinha trigo SPC.

As amostras foram colocadas no porta-amostras sob fita de dupla face de carbono, de
aproximadamente 2 cm, formando um filme fino e posteriormente levadas para a camara de
vacuo. Os espectros XANES foram coletados sob vacuo usando um monocromador Si (111)
calibrado com Bayovar (E, = 4151,7 eV), obtidos no modo fluorescéncia cujo detector de
fluorescéncia ¢ do tipo fotodiodo de silicio, modelo SuperFast SDD (AMPTEK), com resolugiao
de energia de 125 a 155 eV. Foram obtidos cinco espectros/varteduras por amostra e trés

espectros/varreduras por composto padrido, com variacio de energia entre 2120 a 2220 eV

(Tabela 6).

Tabela 6. Faixas de energia, intervalos e tempo de aquisicdo dos espectros XANES

Ei (eV) Ef (eV) Step Tempo de aquisigdo (s)
2120 2145 1 2
2145,2 2180 0,2 2
2180,5 2220 0,5 2

Ei = energia inicial; Ef = energia final

Os seguintes compostos foram utilizados como padroes para analise de combinagao
linear (LCF — linear combination fitting): hidroxiapatita (Ca;(PO,);(OH)); monetita (CaHPO,);
Bruchite (CaHPO,.2H,0); fosfato tricalcico (Ca,(PO,),); fosfato tribasico (Ca,,(OH),PO,)6;
fosfato octacalcico (Cay(H,PO,)6.5H,0); fosfato de Ca amorfo; fosfato de magnésio
Mg(H,PO/)2.2H,0); strengita (FePO,.2H,0); fosfato adsorvido a o6xido de Fe (goethita e

hematita); fosfato adsorvido a ferrihydrita; fosfato adsorvido a hidréxido de Al (Gibbsita); fostato
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adsorvido a Al-6xido e caulinita nio cristalinos; acido fitico, fosfato adsorvido a fitato, fosfato
adsorvido DNA, PO, _lecitina, fosfato monopotassico (KH,PO,); fosfato dipotassico (K,HPO,).

Inicialmente, os espectros dos compostos padroes e analogos minerais foram
selecionados com base nas caracteristicas espectrais apds analise visual dos espectros P-XANES,
abordagem denominada fingerprint, na qual os padres foram selecionados por terem espectros
mais semelhantes aos espectros das amostras

A segunda abordagem foi realizada segundo metodologia descrita por (MANCEAU;
MARCUS; GRANGEON, 2012) que consistiu da combinag¢io linear de cada amostra com todos
padroes procedendo-se a eliminagdo sequencial do padriao cujo fator de ponderagido foi mais
baixo (geralmente o mais negativo), considerando nenhum deslocamento de energia e menores
residuos, até chegar a um conjunto final de dois a quatro padroes com fatores de ponderacio
maior que 0,1 (10%). O resultado dessas abordagens foi a selecio dos seguintes padroes: fosfato
adsorvido a 6xido de Fe (goethita e hematita); fosfato adsorvido a hidréxido de Al (Gibbsita);
fosfato adsorvido a Al-6xido nao cristalinos e acido fitico. Estes padroes foram entdo utilizados
no ajuste final e os respectivos fatores de ponderagdao foram renormalizados para soma de 1. O
processamento de dados e o ajuste de combina¢ao linear foram realizados com auxilio do

programa computacional Athena.

3.4.6. Caracterizagdo de fdsforo organico por ressonancia nuclear magnética —

31pRNM

A especiagdo de fésforo organico foi realizada por meio de ressonancia nuclear
magnética (*'P-RNM), que foi realizada na Embrapa Instrumentacdo — Sio Carlos/SP. Para as
analises foram utilizadas quatro repeti¢oes de cada tratamento que formaram moidas em
almofariz, passadas em pencira de 149 um, misturadas e homogeneizadas para formar uma
amostra composta, totalizando as mesmas 12 amostras compostas do item 2.4.5. As analises de
espectroscopia de ressonancia nuclear magnética (*'P-RNM) foi realizada apés extragio com
NaOH-EDTA segundo adaptagao método proposto por (CADE-MENUN; PRESTON, 1996) e
Turner (2008). Amostras de 2 g de TFSA foram pesadas e colocadas em tubos falcon de 50 mlL,
adicionados 20 mL de solugio NaOH 0,25 mol L.! ¢ EDTA 0,05 mol L' e permaneceram sob
agitacdo em agitador “end-over-end” por 16 horas. Posteriormente, os tubos foram centrifugados
a 6000 rpm durante 15 min e em seguida filtrados em papel filtro faixa azul.

Ap6s filtracdo, os extratos foram congelados em freezer a -80°C durante dois dias e
posteriormente foram liofilizados. Os extratos liofilizados foram homogeneizados com o auxilio

de uma espatula e foram pesados 250 mg que foram acondicionados em tudo Eppendorf que
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foram ressuspendidos com 1 ml. de agua deuterada (D,O). Apds a ressuspensio com agua
deuterada foram adicionadas gotas de NaOH 10 mol L' até pH 11, centrifugados por 2 min.
Posteriormente, os extratos foram transferidos para capilares de RMN de 10 mm de diametro e a
determinagao dos espectros foram realizados logo apds o preparo das amostras (Figura 5).

Os espectros de *'P-NMR foram obtidos em espectrémetro Avance 11T HD 600MHz/
Bruker que opera com frequéncia de 242,86 MHz equipado com uma sonda de 5 mm. Usou-se
pulso com angulo de 30°, tempo de aquisi¢ao de 0,34 milisegundos e tempo de relaxacdo de 3 s
totalizando 8192 wvarreduras. Os deslocamentos quimicos foram obtidos relativamente ao
ortofosfato e foram interpretados qualitativamente, sendo agrupas em classes de compostos de P,

isto é, ortofosfato, ortofosfato monoéster, ortofosfato diéster e pirofosfato, conforme Cade-

Menun (2005).

-
+ 2gdeTrsA ——— T
+ 20 mL solugio de NaOH 0.25 =
mol L? e EDTA 0,05 mol L
+ Agitar 16 horas em agitador “End-over-end”

+ Centrifugar 6000 rpm por 15 min

* Filtrar
+ Congelar freezer-80°C

* Liofilizar

-
[
* Homogeneizar
* Pesar 250 mg

* Ressuspender 1mL D,0
» Adicionar NaOH 10 mol L' até pH 11

“Wr 31p NMR
"%+ Centrifugar

Figura 4. Esquema do método de preparo de amostras para analise 31P NMR adaptado de Cade-Menun
e Preston (1996) e Turner (2008).

3.4.7. Fracionamento quimico de fosforo

O fracionamento quimico de fésforo foi realizado segundo método proposto por

Hedley et al. (1982) modificado por Condron et al. (1985). Esse método consiste em extragdes
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sucessivas de fosforo, a partir de 0,5 g de solo, cujas solugdes extratoras possuem forga crescente

de extragdo e atuam na extragao das formas de fésforo presentes no solo (Tabela 7).

Tabela 7. Etapas de extragdo do fracionamento quimico de fésforo proposto por Hedley et. al (1982),
adaptado por Condron et al. (1985).

Extracdes Extrator/Solucéo extratora Formas de P
extraidas

12 Extracéo Resina trocadora de &nions (RTA) Pi labil

28 Extracéo Solugéo de bicarbonato sédio (NaHCO;) 0,5 mol L™ a pH 8,5 Pi e Po labeis
Digestdo persulfato de aménio (7,5%) e H,SO, (50%) Ptotal

3% Extracdo Solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L™ Pi e Po mod. labeis
Digestéao persulfato de amdnio (7,5%) e H,SO, (50%) Ptotal

48 Extracdo Solugdo de &cido cloridrico (HCI) 1 mol L™ Pi mod. labil

52 Extracdo Soluc#o de hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 mol L™ Pi e Po ndo labeis
Digestdo persulfato de aménio (7,5%) e H,SO, (50%) Ptotal

Digestdo final Solugdo com &cido sulfurico (H,SO,) e per. de hidrog.(H,0,) Pi ndo l&bil

A determinagao dos teores de fésforo nos extratos acidos foi realizada segundo método
proposto por Murphy; Riley (1962) e nos extratos alcalinos segundo Dick; Tabatabai (1977). As
determinagdes dos teores de P total nos extratos alcalinos foram realizadas por digestio com
persulfato de amonio e acido sulfurico em autoclave (USEPA, 1971). As fra¢oes organicas de P
foram calculadas pela diferenca entre o teor de P total e o teor de P inorganico.

As fragoes de P foram agrupadas em funcdo da labilidade de P: (i) fragoes labeis
(PiRTA, PiBIC, PoBIC), (ii) moderadamente labeis (PiIHIDO,1, PoHIDO,1 ¢ PiHCI) e (iii) nao
labeis (PiHIDO,5, PoHIDO0,5 e Presidual) segundo Arruda Coelho et al., 2019; Rodrigues et al.,
2016; Shi et al., 2015). Esta divisao das formas de P em funcao da labilidade ¢ uma ferramenta
didatica para esclarecer se existem compartimentos de P no solo com maior ou menor capacidade

de suprimento a solugao do solo (GATIBONI et al., 2013).
3.5. Andlises microbiologicas
3.5.1. Carbono da biomassa microbiana (CBM)

Os teores de carbono na biomassa microbiana (CBM) do solo foram obtidos pelo
método de extragao-fumigacao (Vance et al, 1987). Cada amostra foi dividida em seis

subamostras: trés foram fumigadas seguidas de extracio e trés niao fumigadas seguidas de
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pesagem e posterior extragao. Os valores de CBM foram corrigidos, tendo como base o solo seco
a 105°C.

Foram utilizados 20 g de terra acondicionados em frascos de 100 mL que foram
transferidos para um dessecador, juntamente com um frasco com agua e outro contendo 10 mL
de cloroférmio (CHCL,) isento de etanol, mantidos sob fumigacao em sala de incuba¢io no
escuro e temperatura controlada de 28°C por 24h. Apéds este perfodo o cloroférmio foi removido
por aspiracdes sucessivas. Posteriormente, foram acrescidos 50 ml. de K,SO, 0,5 mol L' com
pH ajustado na faixa de 6,5 a 6,8, procedendo-se a extragao em agitador com movimento circular
horizontal a 220 rpm por 30 min. Apos a extragao foi realizada decantagao por 30 min e filtragao
em filtro de papel.

As determinagoes dos teores de C nos extratos fumigados e nao fumigados foram
realizados por dicromatometria. Foram retiradas aliquotas de 8 mL do extrato, e adicionados 2
mL de K,Cr,0, 0,066 mol L', 10 mL de H,SO, concentrado e 5 mL de H,PO, concentrado.
Posteriormente, a mistura foi aquecida por 5 min, seguida de resfriamento. Apds o resfriamento,
foram adicionados 80 ml. de 4gua destilada e trés gotas de difenilamina (10 g L' em 4cido
sulfarico concentrado). O dicromato em excesso foi titulado com sulfato ferroso amoniacal
((NH,)2Fe(SO,)2.6H,0) 0,033 mol L.". O teor de C extraido do solo foi calculado conforme a
equagao 1.

C (mg kg-1)=(Vb-V2).N.0,003.50.(8.Ps) — 1.106  Eq.1

Sendo C = carbono extraido do solo; Vb (ml.) = volume do sulfato ferroso amoniacal
gasto na titula¢do da solugao controle (branco); Va (mL) = volume gasto na titulacio da amostra;
N = normalidade exata do (NH,)2Fe(SO,)2.6H,O; Ps (g) = massa de solo seco.

A biomassa de carbono microbiano do solo foi calculada conforme a equagao 2.

BMS (mg kg) = FC. k¢ Eq. 2

Sendo: BMS = biomassa de carbono microbiano do solo (mg kg ou pg g"); FC = fluxo
obtido da diferenca entre a quantidade de C (mg kg) recuperada no extrato da amostra fumigada
e a recuperada na amostra nio fumigada; ke = fator de correcio.

O fator de correcao (kc-1) para os solos do Brasil ainda nao foi determinado, assim foi
utilizado o valor 0,33 preconizado por Spatling e West (1988), a fim de expressar a fracao do C

da BMS recuperada apos o processo de fumigagao-extragao.
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3.5.2. Atividade de fosfatases

Foram avaliadas as atividades das enzimas fosfatase acida e alcalina segundo método
proposto por Tabatabai (1994), que se baseia na determinacido colorimétrica do p-nitrofenol que
¢ liberado pelas fosfatases encontradas no solo incubado com uma solugdo tamponada de p-
nitrofenol fosfato.

As amostras de TFSA foram peneiradas em peneira de malha 4 mm. Pedagos de raiz,
tecido de plantas e outros materiais organicos que pudessem interferir na determinacdo das
analises foram retirados com auxilio de pinga. Posteriormente, 1 g de TFSA de cada amostra, em
triplicata, foram acondicionados em Erlenmeyer de 50 mL com adi¢ao de 0,2 mL de tolueno, 4
mL de solugao tampao MUB pH 6,5 no método da fosfatase acida e MUB pH 11 no método da
fosfatase alcalina, 1 mlL de p-nitrofenol fosfato (PNF), exceto no tratamento controle. Apds a
adicio dos reagentes iniciais, os frascos foram fechados com rolha de borracha, agitados e
incubados por 1 h em banho-matia a 37°C. Apéds o periodo de incubagao, foram adicionados 1
ml de CaCl, 0,5 mol L' ¢ 4 mI. de NaOH 0,5 mol L. em todas as amostras. No tratamento
controle foi adicionado 1 mL de PNF apés a incubagiao. Na dltima etapa do procedimento, os
extratos foram agitados e filtrados em papel de filtro Whatman n® 2. A atividade das enzimas foi
determinada pelo método colorimétrico em espectrofotometro a 410 nm de absorbancia. As
concentragoes foram obtidas a partir de uma curva padrao com os niveis de 0, 10, 20, 30, 40 e 50

ug p-nitrofenol sendo os resultados expressos em pg p-nitrofenol/g solo seco/h.
3.5.3. Quantificagdo de bactérias e fungos por PCR em tempo real — gPCR

Inicialmente, as amostras de solo foram submetidas a extracio de DNA com o kit
comercial PowerSoil DNA Isolation (MoBio laboratories, Carlsbad, EUA) de acordo com as
instrucoes do fabricante. Os resultados das extracoes de DNA foram avaliados com o auxilio de
eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampao TAE (400 mM Tris, 20 mM acido acético
glacial, ImM EDTA), onde foram aplicados 5 ul do extrato do DNA extraido que foi corado
com solucao brometo de etideo.

Ap6s extragao do DNA das amostras de solo, a quantificagio do numero de copias dos
genes de interesse, por grama de solo, foi realizada por meio da metodologia de qPCR. As
reacOes foram realizadas no equipamento iQ5 (BioRad), utilizando o sistema SYBR Greenl.
Todas as reacoes foram realizadas em volume de 25 pl contendo 12,5 ul do kit Platinum®

Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Brasil), e os primers na concentragao de 100 nM.
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Para a quantificagio de bactérias foram utilizados os primers P1 (5" -
CCTACGGGAGGCAGCAG - 3') e P2/Eub518R (5' - ATTACCGCGGCTGCTGG - 3"
(EIEN et. al., 2008; FIERER et. al., 2005; RASCHE et al., 2010), enquanto que para fungos
foram wusados os primers ITS1f (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e 58s (5-
CGCTGCGTTCTTCATCG - 3") (FIERER et. al. 2005).

As amplificagdes para bactérias foram realizadas com um ciclo de desnaturagao inicial a
95°C por 3 min seguido de 40 ciclos de amplificacio em dois passos; 95 °C por 30 s e 55 °C por
35 s, sendo realizada posteriormente uma extensio final de 72°C por 45 s (RASCHE et al,,
2010). Para fungos, as amplificagoes foram efetuadas com um ciclo de desnaturagdo inicial a 95
°C por 15 min., seguido de 40 ciclos de 95 °C por 1 min, 53 °C de temperatura de anelamento por
30s e 72 °C por 1 min (FIERER et al., 2005).

Para a quantificagao do numero de copias dos genes de interesse, curvas padroes foram
obtidas, realizando amplificacbes com o numero de cépias conhecidos do DNA molde
adicionado nas reagoes. Desta maneira, os dados da amplificagio do DNA extraido das amostras
de solo, foram interpolados na curva padrio para determinar o numero de cépias do gene de

interesse.
3.5.4. Determinagao da estrutura de comunidades de bactérias e fungos por T-RFLP

Para o estudo das comunidades de bactérias e fungos a metodologia utilizada foi o T-
RFLP, no qual o DNA das amostras foi submetido a amplificagio com os primers especificos de
regioes ribossomais (16S DNAr ou ITS1), sendo feitas analises independentes para os grupos de
bactérias e fungos. Os primers utilizados e a regido alvo de amplificacdo estao de acordo Culman
et. al., 2008 (bactérias) e Avis et. al., 2006 (fungos). As reagoes de amplificacao foram realizadas
misturando-se 1 ul do DNA, 3,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de dN'TP, 20 pmol de cada primer, PCR
buffer 1X e 2,5 unidades de Taqg DNA polimerase e o volume foi completado para 50 pl com
agua ultrapura autoclavada. As condi¢oes do termociclador foram realizadas segundo Gardes;
Bruns (1993): 94°C por 1 min e 30 seg; 13 ciclos de 94°C por 35 seg; 44°C por 2 min; 72°C por
45 seg e 72°C por 10min.

As reagoes de PCR foram realizadas de acordo com as metodologias descritas na
literatura, em triplicatas para cada reagao para minimizar os efeitos de variagao de PCR (Feinstein
et al., 2009). Ap6s amplificagao, as amostras foram purificadas com QuiaQuick PCR purification
kit (Quiagen), e o produto quantificado em géis de agarose 2%. As clivagens com as respectivas
endonucleases foram realizadasem aproximadamente 200 ng de produto de amplificagao com 20

unidades de enzima, de acordo com as instru¢des dos fabricantes (CARSON et al., 2010;
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ANGEL et. al., 2010). Para se obterem réplicas do equipamento, cada amostra foi lida duas vezes
em sequenciador automatico ABI Prism 3500 (Applied Biosystems) utilizando a matriz azul e o
marcador de tamanho de fragmentos 660 pb. Aa leitura dos eletroferogramas foram efetuadas no
programa GeneMapper® 4.1 e os parametros considerados foram: alelos, altura, tamanho e area

dos picos que deram origem a matriz de dados do T-RFLP.
3.6. Analises estatisticas

Para os resultados de solo e tecido vegetal foi realizada estatistica univariada para
verificar as pressuposicoes da analise de variancia (ANOVA) seguindo o delineamento fatorial,
com uso do teste de compara¢ées multiplas de médias por Tukey (p<0,05). Foram realizadas
analises de correlacdo simples entre variaveis.

Para os resultados microbioldgicos foi realizada analise de redundancia canonica (RDA)
com testes de permutagao de Monte Carlo (p<0,05) para correlacionar as variaveis bioldgicas
(qPCR bactéria, qPCR fungo, fosfatases acida e alcalina e CBM) com as variaveis ambientais (pH,
P, S, K, Ca, Mg, Al, H+Al SB, CTC , V%, m%, COD e COT) e as relagdes de causa-efeito entre
elas utilizando software Canoco v.4.5 (BRAACK; SMILAUER, 1998). As variaveis ambientais
(variaveis explicativas) foram analisadas quanto a multicolinearidade, sendo selecionadas apenas
variaveis com valores de inflagdo menores que 20. Posteriormente, foi feita a sele¢io das
variaveis significativas (p< 0,05) quanto a explicacio da distribuicdo dos dados (forward
selection).

A matriz de similaridade de Bray-Curtis relativa aos dados de presenga e auséncia das
espécies de bactéria e fungo (T-RFLP) foi submetida a analise de similaridade (ANOSIM) e a
teste nao-paramétrico de escalonamento multimensional (NMDS), para determinar a diferenca
estatistica entre os sistemas de manejo do solo, utilizando o Programa Primer 5.

Analises de dbRDA foram realizadas para correlacionar as variaveis ambientais com os
resultados de abundancia de espécies microbiolégicas (T-RFLP) com uso da matriz de Bray-
Curtis com objetivo de identificar quais varidveis ambientais interferiram na estrutura da
comunidade microbiana nos solos sob SPD e sob SPC. As variaveis ambientais (varidveis
explicativas) foram analisadas quanto a multicolinearidade, sendo selecionadas apenas variaveis
com valores de inflagago menores que 20. Posteriormente, foi feita selecio das variaveis

significativas (p=< 0,05) quanto a explicagao da distribui¢ao dos resultados (forward selection).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlises do solo
4.1.1. Mineralogia da fragao argila

Constatou-se predominio dos minerais caulinita cujos reflexos foram observados em
0,731, 0,445, 0,362 e 0,237 nm e hematita cujos reflexos foram observados em 0,271, 0,252,
0,221, 0,184, 0,169 e 0,160 nm. Esses sao minerais esperados em solos de elevado grau de
intemperismo. Foi observada também a presenga de gibbsita (reflexo em 0,489 nm) e maghemita
(reflexo em 0,295 nm) e tragos da presenga de minerais 2:1 de vermiculita ou esmectita com
hidréxi entrecamadas (2:1 HE — reflexo a 1,4 nm) (Figuras 5 e 6).

O municipio de Londrina, onde esta localizada a area experimental deste estudo, esta
localizado na porgao sudeste da Bacia Sedimentar do Parand, sobre as rochas da Formagao Serra
Geral, constituida por extensos derrames de rochas igneas, com predominio de rochas basalticas
datadas do periodo Creticeo-142 milhdes de anos (MINERUPAR, 2001), rochas cujo material
mineral deu origem ao Latossolo Vermelho distroférrico deste trabalho.

A mineralogia da fracio argila dos Latossolos é composta basicamente de caulinita,
oxidos e hidréxidos de ferro (hematita e goethita) e de aluminio (gibbsita), devido a processos
como a dessilicagao e ferralitizacio (Van Breemen; Buurman, 1998) que sao favorecidos em
ambientes tropicais umidos. Alguns desses 6xidos podem ter dominancia no pedossistema,
conforme a composicio mineral dominante no material de origem e os mecanismos de
pedogenese (FERREIRA et al.,, 2003). Alguns Latossolos, formados de rochas basicas e ricas em
Fe, apresentam também, na fracdo argila, a maghemita (GOMES et al., 2004), como observado

neste estudo.
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Figura 5. Difratogramas de raios-X de amostras deferrificadas da fragio argila, saturadas com potassio
(K) e magnésio (Mg). Ct - Caulinita; Gb — Gibbsita.
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Figura 6. Difratogramas de raios-x de amostras de solo da fracao argila natural (A) e concentrada em Fe
(B). HE -Mineral 2:1 hidréxi entrecamada; Kt - Caulinita; Gb - Gibbsita; Mh - Maghemita; Hm -

Hematita.
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Nos difratogramas que receberam tratamento com potassio e magnésio observaram-se
picos intensos de caulinita em 0,731, 0,445, 0,362 ¢ 0,237 nm, os quais foram eliminados quando
houve aquecimento a 500°C. No difratograma da fracio argila concentrada em 6xidos observou-
se predominio de picos de hematita com reflexos em 0,271, 0,252, 0,221, 0,184, 0,169 e 0,160 nm
e caulinita com reflexos em 0,362 nm (Figura 7b). A formagao da hematita é favorecida pela
ocorréncia de altas temperaturas, enquanto a goethita é formada em condigdes de baixo pH, alta
umidade e altas concentragdes de carbono (GHIDIN et al., 20006).

Os o¢xidos de Fe pedogénicos foram extraidos pelo método do ditionitocitrato-
bicarbonato de sédio (DCB) cujo resultado foi de 79 g kg”'. O Fe e o Al constituintes dos 6xidos
pedogénicos de baixa cristalinidade foram extraidos pelo oxalato de amoénio cujo resultado foi de
5,5 g kg e o Fe e Al complexados pelo himus do solo foram extraidos pelo pirofosfato de sédio

alcalino cujo resultado foi de 0,4 g kg™
4.1.2. Atributos quimicos para fins de avaliacdo da fertilidade do solo

Os atributos quimicos que tiveram interacdo entre as posi¢oes de amostragem e 0s
sistemas de manejo, para ambas as culturas foram: pH CaCl,, matéria organica (M.O), carbono
organico total (COT), calcio (Ca), magnésio (Mg), soma de bases (SB), capacidade de troca
cationica (CTC) e saturagdo por bases (V%) (Tabela 9).

Em geral, amostras coletadas sob SPD tiveram leve aumento do pH CaCl, em relagao
ao SPC para as trés posicoes de amostragem de solo cultivado com soja, sendo os teores
semelhantes na rizosfera e linha de semeadura e ambas diferentes da entrelinha. Para as amostras
de solo cultivado com trigo, os valores de pH CaCl, da rizosfera e linha foram iguais para os dois
sistemas de preparo do solo. Ha casos em que alteracdes de apenas 0,1 unidade de pH ou a
diminui¢ao de 10% na saturacao de Al sao significativas, mas podem nao ter nenhuma relevancia
agronémica (TIECHER et al., 2017). Entretanto, a maior variabilidade dos indices de fertilidade
do solo sob SPD, em relagao ao SPC, é consequéncia, principalmente, do nao revolvimento do
solo e das aplicagoes localizadas de corretivos e fertilizantes (Schlindwein; Anghinoni, 2000;
Anghinoni; Salet, 1998; Kray et al. 1998; Salet et al. 1996), o que pode ter ocorrido na area
experimental deste trabalho, uma vez que os sistemas de manejo do solo estao consolidados no
longo prazo (36 anos).

O aumento do pH das amostras de solo sob SPD ¢ principalmente atribuido a aplica¢do
superficial de calcario. Schlindwein e Anghinoni (2000) quantificaram a variabilidade horizontal
de alguns indices de fertilidade do solo no SPD, com diferentes modos de adubagao e tempos de

cultivos em oito lavouras comerciais do Rio Grande do Sul e concluiram que os teores de P e K
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apresentaram maior variabilidade, o de MO, variabilidade intermediaria, e os valores de pH,;,, €
pHgp, menor variabilidade. Schlindwein e Anghinoni (2000) afirmaram que a distribuigao
superficial uniforme de calcario e da palhada das culturas no sistema plantio direto leva a baixa
variabilidade horizontal nos atributos de acidez do solo e nos teores de matéria organica.

Tiecher et al. (2017) avaliaram a fertilidade do solo em fungao de sistemas de preparo do
solo e culturas de cobertura sob Latossolo subtropical do sul do Brasil e concluiram que o SPD
consolidado ha 23 anos resultou em maior grau de fertilidade do solo superficial em comparagao
com o SPC, com algumas limitagdes de disponibilidade de nutrientes e acidez do solo abaixo de
10 cm de profundidade. Tiecher et al. (2017) afirmaram que o SPD no longo prazo cria um forte
gradiente de disponibilidade de nutrientes, com a concentragio de nutrientes nas camadas
superficiais do solo que diminuem abruptamente com a profundidade do solo, diferentemente do
sistema de preparo convencional.

Os arados utilizados no SPC promoveram a inversao da leira, e os residuos culturais
foram homogeneizados e misturados ao solo da camada aravel. Assim, o menor valor de pH
observado nas amostras sob SPC pode ser atribuido, em parte, a maior mineralizacdio dos
residuos organicos e pela lixiviagao de nutrientes da camada aravel, juntamente com a erosao,
propiciada pela agua das chuvas (SIDIRAS; VIEIRA, 1984).

Os teores de MO e COT apresentaram valores superiores no SPD em relagao ao SPC
nas amostras de solo cultivados com soja e trigo. No SPD os teores de MO e COT foram
semelhantes na rizosfera e linha de semeadura e ambos foram diferentes da entrelinha. Ja no SPC
observaram-se valores iguais entre as posi¢oes de amostragem (Tabela 8). Observamos também o
efeito a longo prazo da sucessio soja/trigo nos teores de MO do solo e COT supetior no SPD

em relacao ao SPC.
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Tabela 8. Atributos quimicos de um Latossolo Vermelho distroférrico cultivado em sucessao de soja e
trigo em sistema de preparo convencional (SPC) e sistema de plantio direto (SPD) de longo prazo.

. Posicao Posicao
Manejo ) i . i ) )
Rizosfera Linha Entrelinha Rizosfera Linha Entrelinha
soja trigo
pH CaCl, 01 M
SPD 5.6 Aa 5.7 Aa 4.7 Bb 5.6 Aa 5.7 Aa 4.8 Bb
SPC 5.3 Ba 5.0 Ba 5.2 Aa 5.8 Aa 5.3 Aa 5.3 Aa
M.O g m™
SPD 57 Aa 52 Ab 29 Ac 39 Aa 44 Aa 28 Ab
SPC 29 Ba 25 Ba 27 Aa 20 Ba 25 Ba 25 Aa
COT g kg'!
SPD 37 Aa 34 Aa 18 Ab 26 Aa 27 Aa 16 Ab
SPC 18 Ba 17 Ba 16 Aa 16 Ba 15 Ba 15 Aa
P mg.dm?
SPD 336 293 73 311 130 84
SPC 235 245 72 291 80 65
S mg.dm-3
SPD 15 6 17 9 Ab 8 Ab 19 Aa
SPC 10 16 8 Aa 8 Aa 9 Ba
K mmolc.dm3
SPD 5 4 6 5
SPC 6 5
Ca mmolc.dm™
SPD 60 Aab 86 Aa 27 Ac 50 Aa 41 Aa 24 Ab
SPC 36 Aa 31 Ba 33 Aa 28 Ba 23 Ba 29 Aa
Mg mmolc.dm
SPD 33 Ab 57 Aa 11 Ac 39 Aa 29 Aa 12 Ab
SPC 16 Ba 14 Ba 15 Aa 17 Ba 14 Ba 17 Aa
Al mmolc.dm3
SPD 1 0 3 0 Ab 0 Ab 1Aa
SPC 0 0 0 1Aa 0 Aa 0 Ba
H+Al mmolc.dm3
SPD 24 25 28 24 Aa 22 Aa 24 Aa
SPC 23 22 22 25 Aa 19 Bb 18 Bb
SB mmolc.dm3
SPD 98 Aa 146 Aa 43 Ab 95 Aa 75 Aa 41 Ab
SPC 59 Aa 49 Ba 53 Aa 53 Ba 43 Ba 50 Aa
CTC mmolc.dm3
SPD 122 Aab 171 Aa 71 Ac 120 Aa 96 Ab 65 Ac
SPC 82 Aa 70 Ba 75 Aa 78 Ba 62 Ba 68 Aa
V %
SPD 80 Aa 84 Aa 59 Bb 79 Aa 77 Aa 62 Bb
SPC 72 Aa 70 Ba 71 Aa 68 Ba 69 Ba 74 Aa
m:%
SPD 1 0 8 . 0Ab 0 Ab 3 Aa
SPC 1 0 1 2 Aa 0 Aa 0 Ba

Letras maidsculas comparam sistemas de cultivo, e letras mindsculas comparam posi¢des de amostragem. (Tukey, p<0.05).
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Os sistemas convencionais de cultivo que utilizam aracdo e gradagens possuem alto
poder de degradacio do solo, resultando a redugao dos teores de MO do solo. Essas perdas sao
favorecidas, principalmente, pelo revolvimento do solo e consequente destruicio dos agregados,
maior fragmentacdo e incorpora¢ao dos residuos vegetais e diminui¢ao da cobertura do solo que
resultam em alteragdes na temperatura, umidade e aeragdo do solo que contribuem para
aceleraciao da mineralizacao da MO do solo.

O teor de carbono organico do solo é aumentado como consequéncia de sistemas de
manejo conservacionistas e rotacdo de culturas (BAYER et al, 2000; SCHLINDWEIN;
ANGHINONI, 2000; TIEMANN et al., 2015; SONG et al., 2016). Porém, ocorre atualmente
uma discussao sobre o impacto dos sistemas conservacionistas de longo prazo no teor de
carbono organico do solo (BLANCHET et al., 2016; SONG et al., 2016; BUCHI et al., 2017),
pois as mudangas nas propriedades do solo ao longo do tempo sao lentas (MALTAS et al., 2018).

Em nosso estudo foi realizada estimativa dos teores médios de carbono organico do
solo ao longo do tempo e observou-se apds 36 anos aumento de 12,5% do carbono organico do
solo em relagdo ao teor de carbono organico do inicio da instalacio do experimento e aumento
de 12,5% em relacio ao SPC (Tabela 9). Estes resultados corroboram o recente estudo de De
Carcer et al. (2019) sobre o efeito de 50 anos na sucessao de culturas, preparo do solo e clima na
produgao de trigo e nas propriedades do solo. De Carcer et al. (2019) concluiram que o conteudo
de carbono organico em todos os tratamentos diminuiu ao longo do tempo e que durante 50
anos o teor de carbono organico foi em média 7% maior no SPD comparado ao SPC. Por outro
lado, nao houve efeito da sucessao das culturas (I7iticum aestivum L. - Brassica napus L.- Triticum
aestivum 1. - Zea mays 1..) e nem interagao entre o preparo do solo e a sucessao das culturas.

No SPD, a deposicao superficial de residuos vegetais e a ndo incorporagao desses
residuos ao solo contribuem para a diminui¢ao das perdas de MO por erosao e mineralizagao
microbiolégica (BAYER et al., 2000). Ao mesmo tempo em que as perdas diminuem, a adi¢ao
continua de residuos vegetais a superficie do solo propicia aumentos nos teores de CO e de
nutrientes. Dentre as diversas caracteristicas desejaveis para selecao das plantas de cobertura do
solo destacam-se a produgdo de fitomassa e a quantidade de nitrogénio (N) acumulado, seja pela
fixacdo de N, atmosférico, seja pela reciclagem de N no sistema. Essas caracteristicas, juntamente
com a relacio C/N, permitem avaliar a capacidade de cada espécie para manter boa cobertura

vegetal sobre o solo e acumular N na palhada (OLIVEIRA; NOVAIS; ALVAREZ, 2002).
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Tabela 9. Estimativa dos teores médios de carbono orginico do solo de um Latossolo Vermelho
distroférrico sob sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC) de longa
duracio.

Manejo 10 anos! 13 anos! 23 anos! 36 anos?
gke!
SPD 16 17 18 18
SPC 15 14 18 16

I Média das amostragens das camadas 0-8 cm, 8-16 cm e 16-24 cm (n=3) apds a colheita da soja e antes das
operagdes de preparo do solo que antecedem a semeadura do trigo segundo Debiasi et al., (2013). > Médias das
amostragens da entrelinha de semeadura (n=3) no perfodo de florescimento da soja realizadas por meio de tradagens
da camada aravel.

As principais espécies vegetais utilizadas para cobertura do solo no SPD sido gramineas e
leguminosas. A rotacio e/ou sucessio promovem o usos de culturas que produzem menotes
quantidades de palha, com relacio C/N mais baixa e decomposi¢io mais rapida, como os
residuos da soja, por exemplo, alternados com outras espécies que produzem maior quantidade
de palhada, com relagao C/M mais elevadas e consequente decomposi¢ao mais lenta, como é o
caso dos residuos da cultura do trigo. As leguminosas sio de grande importancia para o
suprimento de N as culturas subsequentes devido a elevada quantidade de N acumulado na
matéria seca e a baixa relagio C/N das leguminosas de outono/inverno. Isso ocorre,
principalmente, com aquelas mas exigentes, como milho, sobretudo em solos pobres em MO
e/ou em inicio de implementacio do SPD, o que pode trazer economia de fertilizantes
nitrogenados (GONCALVES; CERETTA; BASSO, 2000; BAYER; MIELNICZUK;
PAVINATO, 1998).

As espécies nao-leguminosas se destacam pela elevada producao de fitomassa e elevada
relacio C/N, quando comparadas com as leguminosas. Apresentam, também, taxa de
decomposi¢cao menor que as leguminosas, ¢ seus residuos persistem no solo por mais tempo
(AMADO; MIELNICZUK, 2000; BERTOL et al., 1998). Assim, a rotacao e ou sucessao de
culturas auxiliam na recuperacao dos teores de MO, principalmente em solos das regioes tropicais
umidas, onde a perda da MO do solo ¢ favorecida, fato observado neste estudo.

Em relagio aos teores de P, S e K, ndo observamos diferencas entre as posi¢des de
amostragem e os sistemas de manejo do solo, embora diversos autores evidenciem que exista alta
variabilidade dos teores de P e K, explicada pela adigdo localizada de fertilizantes
predomintemente nas linhas de semeadura , que se mantém pouco alteradas com o tempo de
cultivo (SCHLINDWEIN; ANGHINONI, 2000).

Os teores de calcio (Ca) e magnésio (Mg) e, consequentemente, a soma de bases (SB)
foram superiores no SPD em relacdo ao SPC nas amostras de solo cultivados com soja e trigo,

que corroboram os teores superiores de MO do solo observados no SPD (Tabela 8). Com isso,
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pode-se inferir que durante a evolucido da transformac¢ao da MO do solo ao longo dos 36 anos do
SPD, as substancias humicas, produtos da decomposi¢ao da MO e que possuem elevado peso
molecular, promoveram aumento da capacidade de troca de cations dependentes de pH e
beneficiaram a adsor¢do de cations trocaveis, como Ca, Mg e K, aumentaram a satura¢io por
bases no complexo coloidal do solo e melhoraram o grau de fertilidade do solo. A capacidade de
troca cationica (CTC) e saturagdo por bases (V%) também foram superiores no SPD em relagiao
do SPC. Esses resultados eram esperados pois esses atributos secundarios sio intimamente

relacionados ao teor de MO do solo.
4.1.3. Agao dos extratores de fosforo

Nao houve interacao entre os fatores sistema de manejo do solo e posicao de
amostragem para os teores de P extraidos por resina para ambas as culturas (Tabela 10).
Resultado semelhante foi observado para os teores de P extraidos por Mehlich 1 para o solo
cultivado com trigo (Tabela 10). Os teores de P extraidos pelos extratores Mehlichl e 3 ¢ EPA
3051a foram superiores no SPD em relagdo ao SPC para o solo cultivado com soja, sem diferenca
entre os teores na rizosfera e na linha nos dois sistemas de manejo, sendo ambos diferentes da
entrelinha (Tabela 10). Resultado semelhante foi observado para os teores de P extraidos pelo
extrator EPA 3051a para o solo cultivado com trigo (Tabela 10).

Os teores de P superiores observados no SPD em relacio ao SPC pode ser explicado
pela aplicagdo da adubagao fosfatada na superficie do solo sem posterior incorporagiao, o que
favorece o aumento dos teores de P total da camada superficial. Os extratores de P apresentaram
coeficientes de correlagdes positivas superior a 0,8 para as amostras de solo cultivado com soja
(Tabela 11). Os extratores RTA, Mehlich 1 e EPA 2051a apresentarem correlagdes superiores a
0,9 para as amostras de solo cultivado com trigo, porém o extrator Mehlich 3 correlacionou-se na
ordem de 0,4 a 0,57 com os demais extratores (Tabela 13).

A eficiéncia dos métodos de extragio de P depende da forma em que o fésforo esta
ligado a fase solida do solo, uma vez que as formas de P do solo tém diferentes capacidades de
dessor¢ao e reposicao da solugdo do solo, segundo sua natureza quimica e energia de ligacao
(GATIBONI et al., 2007). Portanto, a correlagao positiva observada entre os extratores pode ser
explicada também pelo uso do mesmo tipo de solo e fonte de adubacido fosfatada para todos os
tratamentos, isto é, embora a seletividade dos extratores seja diferente, as eficiéncias de extragdao
foram correlacionadas para a mesma matriz de solo e em condi¢oes de mesma adubagao para

todos os tratamentos.
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Tabela 10. Efeito da interacdo do manejo do solo com a posi¢io de amostragem nos teores de fésforo
extraidos pelos diferentes extratores.

Manejo _
Rizosfera Linha Entrelinha Rizosfera Linha Entrelinha
soja trigo
P resina (mg dm-)
SPD 336 293 73 311 130 84
SPC 235 245 72 291 80 65
P Mehlich 1 (mg.dm?)
SPD 186 Aa 147 Aa 51 Ab 274 150 82
SPC 97 Ba 103 Ba 42 Ab 194 60 42
P Mehlich 3 (mg dm-3)
SPD 144 Aa 123 Aa 50 Ab 69 Bab 119 Aa 56 Bb
SPC 66 Ba 82 Ba 38 Ab 147 Aa 39 Bb 175 Aa
P EPA 3051a (mg kg™)
SPD 939 Aa 985 Aa 622 Ab 1042 Aa 870 Ab 658 Ac
SPC 706 Ba 72 Ba 555 Ab 832 Ba 627 Bb 592 Ab

Letras maiusculas comparam sistemas de cultivo, e letras minusculas comparam posi¢cdes de amostragem.

(Tukey, p<0.05).

No Brasil, resina e Mehlich 1 sdo extratores amplamente utilizados para fésforo no solo
(RAITJ, 2004). No entanto, existem outras solu¢Oes extratoras de P que possuem caracteristicas e
principios diversos de extragao (NOVAIS, SMYTH, 1999). Isso ocorre devido a complexidade
da interacao do fésforo no solo e consequente dificuldade de obten¢dao de um método tnico para
a diversidade de solos e regides (DA SILVA; VAN RAIJ, 1999).

Abboud et al. (2018) estudaram a mobilidade de P em Latossolos sob 15 anos de plantio
direto sob rotagao de culturas com aveia preta (Avena strigosa Schreb.) e trigo no inverno e soja €
milho no verao apos aplicagbes prolongadas de esterco liquido e observaram maior capacidade da
resina para extrair e recuperar o foésforo aplicado em relagao ao Mehlich-1 e a distribui¢ao de P
extraido no perfil foi semelhante para os dois extratores.

A ador¢ao de fésforo nos solos é fortemente afetada pela textura do solo (FONTES;
WEED, 1996). Solos arenosos apresentam, geralmente, menor capacidade de adosr¢ao de
fosfatos quando comparados aos solos argilosos (OLIVEIRA et al. 2014). Assim, o teor de argila
¢ um dos principais atributos do solo relacionado com a capacidade de tamponamento de fésforo
do solo. A acdo dos extratores de fosforo ¢é influenciada pela textura do solo. O extrator Mehlich
1 extrai, preferencialmente, as formas de fésforo ligadas a calcio (MEHLICH, 1978) e
quantidades menores de P ligado a Fe e Al, em funcdo das caracteristicas de solubilidade dos
fosfatos (OLSEN; KHASAWNEH, 1980). Além disso, subestima os teores de P em solos mais

argilosos (FREITAS et al. 2013) devido a neutralizagao parcial da solugdo extratora e, ou, pela
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readsor¢ao do P extraido (KAMPRATH; WATSON, 1980) e superestima a disponibilidade de P
em solos que receberam adubagio com fosfatos naturais (BORTOLON et al.,, 2011). Assim,
Mehlich 1 é o menos indicado para solos argilosos com predominancia de caulinita e éxidos de
Fe e Al na fragdo argila, como é o caso do solo deste trabalho, podendo os valores determinados
por este extrator estarem subestimados, embora tenha apresentado correlagdo positiva com a
extragao por resina.

Silva; Raij (1999) revisaram 72 trabalhos sobre métodos de extracdo de P e concluiram
que o método da resina trocadora de fons apresentou maiores correlagcdes entre o P absorvido
pelas plantas e o P extraido do solo, em relagao aos demais extratores (Olsen, Bray 1, Bray 2,
Mehlich 1, Troug, Morgan, Egner, Agua, CaCl,, Valor E, Valor L, Papel Fe).

A resina tem sido amplamente utilizada no Brasil, e o método ¢ descrito por Raij et al.
(1986). A extragao pelo método da resina assemelha-se com o processo de absor¢ao de P pelas
plantas, mas nao é adotado num maior nimero de laboratérios por causa de algumas dificuldades
operacionais (SILVA; RAIJ, 1999). Neste trabalho, a extragao por resina correspondeu aos

maiores teores de P extaido, comparado com os extratores Mehlich 1 e Mehlich 3 (Tabela 11).

Tabela 11. Correlagio de Spearman entre os extratores de fésforo utilizados no solo cultivado com soja e
trigo

P RTA P M1 P M3 P EPA 3051a

soja

P RTA 1,00 0,89 0,87 0,82+

P M1 1,00 0,93 0,93

P M3 1,00 0,93

EPA 3051a 1,00
trigo

P RTA 1,00 0,95 0,57 0,90

P M1 1,00 0,40 0,94

P M3 1,00 0,51

EPA 3051a 1,00

4.1.4. Especiacao idnica de fosforo da solugao do solo

Houve predominio da forma monovalente (H,PO,) em ambos os sistemas de manejo ¢
todas as posi¢oes de amostragem de solo para ambas as culturas, isto é, as formas de fésforo na
solucao do solo nao foram influenciadas pelo manejo do solo e nao sofrem alteracao em relagao
as posi¢oes amostradas (Tabela 12 e Figura 7). Este resultado pode ser explicado pelo efeito do
pH do solo que atua diretamente na especiagao de P em solugio, pois as quantidades de H,PO, e
HPO,” presentes na solugio do solo dependem do pH (Havilin et al., 1999).

Na maioria dos solos, o fésforo inorganico ocorre em concentragdes razoavelmente

baixas na solugao do solo. Os fons fosfatos podem ser adsorvidos em minerais com carga
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positiva, como 6xidos de Fe e Al Podem também formar uma variedade de minerais em
combina¢do com metais como calcio (Ca), ferro (Fe) e aluminio (Al). Os equilibrios de
adsor¢ao/dessorcio e precipitagido/dissolu¢ao controlam a concentragio de P na solucio do solo
e, portanto, sua mobilidade quimica e biodisponibilidade. Além da concentragdao de fons fosfato,
os principais fatores que determinam esses equilibrios e a especia¢ao do solo P sio: () o pH, (ii)
as concentragdes de anions que competem com os fons P pelas rea¢oes de troca de ligantes e (iii)
as concentracoes de metais (Ca, Fe e Al) que podem co-precipitar com fons P (HINSINGER,
2001).

Neste trabalho, os atributos fisicos e quimicos do solo que influenciaram a especiacio
de P em solug¢do eram homogéneos entre os tratamentos sendo, portanto, esperado o predominio
da forma H,PO, uma vez que o pH da solugao do solo variou de 5,5 a 6,3 entre os tratamentos

(Tabela 12).

Tabela 12. Especiagio idnica de P da solugio do solo.

Espécies de P

sistema posiciao pH H2O Teor total
HPO42 HoPO4 P-Outras
mmol [ %
Soja
rizosfera 6,0 0,068 = 0,03 8,0+ 0,94 88,0£473 1,0x1,0
SPD linha 0,2 0,029 + 0,00 12,0 £ 3,6 820+t44 1,0%0,35
entrelinha 5,5 0,036 = 0,03 2,0 £ 0,46 97,0 £0,77 0,0+ 0,07
rizosfera 6,0 0,033 + 0,00 10,0 £ 514  87,0£598 0,0+£0,14
SPC linha 6,0 0,017 = 0,00 7,0 £ 0,94 92,0 £ 1,15 0,0 0,06
entrelinha 6,2 0,004 + 0,01 10,0+ 047 88,0* 1,15 0,0+ 0,33
trigo
rizosfera 6,0 0,089 + 0,02 6,70 £094 91,0+104 0,0£0,12
SPD linha 6,3 0,015 £+ 0,00 1342+ 136 830*1,49 1,0+£0,23
entrelinha 5,6 0,005 + 0,00 3021051 97,0+x054 0,0%0,05
rizosfera 6,0 0,068 + 0,01 6,44 £0,37 92,0+ 0,10 0,0% 0,06
SPC linha 6,2 0,011 £ 0,00 9,82+£202 89,0+202 0,0%0,06
entrelinha 6,1 0,003 + 0,00 8,0+ 0,28 91,0 £ 0,40 0,0 £0,04

N=3 *erro padrio

O acido fosférico (H,PO,) no solo se dissocia sequencialmente em H,PO, (log K1 =
2,12), HPO,” (log K2 = 7,20) e PO,” (log K3 = 12,33) com liberacio de fons H" em todas as
etapas, a medida que o pH do meio aumenta. Assim, abaixo de pH 7,2 ocotre predominio da
forma H,PO, , a pH igual a 7,2 as quantidades de H,PO, e HPO,” se equivalem e acima de pH
7,2 ocotre aumento gradual da forma HPO,? (NOVAIS, R.F., SMYTH, 1999).
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O comportamento dos fons no solo depende também da relagao dinamica entre a fase
solida e a solucao do solo (SALET, 1994). Da Silva e Bohnen (2000) estudaram as relacSes entre
nutrientes na fase sélida e solu¢ao de um Latossolo durante o primeiro ano nos sistemas plantio
direto e convencional e concluiram que os valores de fésforo da solugao do solo relacionaram-se
positivamente com os extraidos da fase sélida de modo semelhante para os dois sistemas de

preparo do solo.

12 ;
0 soja trigo [_JHPO,?
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[ JpP-oOutras
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Figura 7. Especiacio idnica de fésforo da solucio do solo cultivado com soja e trigo sob sistema de
plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC), n=4. P-Outras: H;PO4, MgHPO4(aq),
CaHPO4(aq), CaH,PO4*; CaPOy, AIHPO,*, ALPO4H, KHPOy, KH,PO, (aq), FeHoPO4*, FeHPO,*,
FeHPO4(aq) ¢ CuHPO4(aq).

Em estudo sobre a atividade e especiagao quimica na solu¢ao do solo influenciadas pela
adi¢ao de fésforo em Latossolo sob plantio direto em diferentes condigdes de acidez, Nolla e
Anghinoni (2006) observaram predominancia de 90% ou mais da espécie H,PO,” em solugao nas
condi¢bes mais acidas de pH 4 e 4,5 e predominio de concentragdo relativa entre 70 e 80% nas
condi¢oes de menor acidez (pH 6,4). Na fase inicial até os cinco primeiros anos de implantacao
do SPD, o P ¢ imobilizado pelos principais constituintes da fragao coloidal do solo, isto é, a
matéria organica e os 6xidos e hidréxidos de Fe e Al (Oliveira et al., 2002), que apresentam cargas
elétricas variaveis com o pH e com a forga idénica do meio (CASAGRANDE et al., 2003).

Apbs estabilizacio dos estoques de matéria organica do solo (areas com mais de seis

anos de implantacao do SPD) supde-se que o uso de P pelas plantas seja mais eficiente, devido ao
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bloqueio dos sitios inorganicos de adsor¢ao de P por moléculas organicas (Stevenson, 1980),
além da saturagao desses sitios como resultado da aplicagdo superficial de fertilizantes e da maior
quantidade de P-labil superficial e P associado a biomassa microbiana, em areas de SPD (Oliveira
et al., 2002). Casagrande et al. (2003) estudaram a adsor¢ao de fosfato e de sulfato em amostras
superficiais e subsuperficiais de solos com cargas elétricas variaveis da regido norte do estado de
Sao Paulo e concluiram que a adsor¢ao de fosfato diminuiu com eleva¢ao do pH até 5 ou 6; no

entanto, em pH acima de 6 a adsor¢ao aumentou.
4.1.5. Especiagdo de fosforo da fase solida por XAS/XANES

Um dos aspectos mais importantes da analise de combinacio linear (LCF) é a selecdo
criteriosa de padrées para o ajuste dos dados XANES do solo (Kelly et al., 2008). E importante
conhecer a mineralogia do solo e, quando possivel, utilizar informag¢ées complementares de
outras metodologias, como fracionamento quimico e P_-RMN para escolha de padrdes
adequados, pois o uso de padroes quimicamente incorretos pode produzir resultados
equivocados (HESTERBERG, 2010).

De acordo com os resultados da mineralogia e do fracionamento quimico do solo foram
escolhidos padrées de P adsorvido a Fe, Al, Ca e padroes de P organico, isto ¢, padrdes quimicos
dos principais oxihidroxidos de Fe e Al encontrados em ILatossolos tropicais e que também
foram encontrados no Latossolo Vermelho distroférrico deste estudo.

Os padroes de fosfato adsorvido a gibbsita, goethita, hematita, aluminio amorfo e acido
fitico apresentaram os melhores ajustes para os espectros das amostras de solo de todos os
tratamentos, que podem ser confirmados pela similaridade observada nos espectros XANES
(Figuras 4, 5 e 06), pelos baixos valores dos residuos - fator R e pelos valores de incertezas
ajustados menores que 10% (Tabela 13).

A especiagao de fosforo da fase solida obtida por meio da espectroscopia de absorc¢ao
de raios-X na borda K do P evidenciou predominio de P associado aos oxihidréxidos de ferro e
aluminio, que corrobora os resultados do fracionamento quimico, com teores superiores de P nas
fracoes NaOH 0,1 mol L' ¢ NaOH 0,5 mol L' que sio formas de P inorganico adsorvido aos
oxihidréxidos de Fe e Al e argilominerais (Hedley et. al, 1982). Tendéncia semelhante ao acimulo
de fracoes de P- Fe e P-Al em amostras de solo coletadas em aeras fertilizadas foram também
relatados por Koch et al. (2018), Liu et al. (2015), Liu, et al. (2013) e Hesterberg et al. (1999).

Além do intenso pico da borda de absorcao, as caracteristicas espectrais XANES para
espécies de fosfato ligado a Al sao sutis. Fosfatos de Al cristalinos e nao cristalinos produzem um

ombro na pré borda de absor¢io (HESTERBERG, 2010). Khare et al. (2007) atribuiram esse
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ombro na pré-borda a excitagao dos elétrons dos atomos de P do nivel energético 1s dos estados

de ligacao P(3p)-O(2p)-Al (3p) dos minerais.

Tabela 13. Proporcio relativa dos padrdes de P =+ incerteza, cujas combinac¢oes produziram os melhores
ajustes dos espectros XANES das amostras de solo da rizosfera, linha e entrelinha das culturas de soja e

trigo no plantio direto e preparo convencional.

Sistema Posicio P _Al amorfo! P-Gibbsital P-Goethita! P-Hematita! Acido fitico! Fator-R
manejo .
/0

soja
SPD Rizosfera 15831 382+t41 182+39 278+14 0,0015
SPD Linha 2751 1,8 42045 11,1+£22 19,4 £ 0,8 0,0007
SPD Entrelinha 139 £2,0 116 £51 56425 18,1 £ 8,8 0,0007
SPC Rizosfera 77,1 £ 0,6 229 10,7 0,0014
SPC Linha 18325 171+%£34 431+x32 215+12 0,0009
SPC Entrelinha 277+21 488+ 35 235+1.2 0,0014

trigo
SPD Rizosfera 153+ 1,7 60,2+28 245+ 10 0,0010
SPD Linha 12,7 £3,8 200 £51 385%x49 288 x1,8 0,0023
SPD Entrelinha 13,0+ 2.2 59,8 £29 272+ 0,9  0,0009
SPC Rizosfera 11,5+31 321+x42 31,640 248=*14 0,0015
SPC Linha 15640 485%t54 129x52 229119 0,0029
SPC Entrelinha 33,8 £38 41,7%29 245+ 0,8 0,0017

TAs proporgdes dos padrées foram ajustadas para totalizar 100% e o erro foi calculado pelo software Athena. >O
fator R ¢ uma medida da qualidade do ajuste = ¥ (dados - combinagdo)®/ ¥ (dados)?.

A intensidade da pré borda de absor¢ao esta aparentemente relacionada ao nimero de
ligagbes P-O-Al para fosfatos de Al de diferentes cristalinidades e fosfato adsorvido em 6xidos de
Al (HESTERBERG, 2010). As caracteristicas espectrais XANES pos-borda K do fésforo (2160
e 2185 eV) tendem a ser mais distintas para minerais cada vez mais cristalinos (HESTERBERG,
2010). Portanto, podemos inferir que as espécies de P ligada a Al neste Latossolo Vermelho
distroférrico possuem baixa cristalinidade devido padrao similar da pds-borda observado (Figura
10, 11 e 12). A caracteristica espectral que difere os fosfatos de Fe (III) e os fosfatos adsorvidos
em oxidos de Fe (III) é um fraco pico de absor¢ao pré-borda de absor¢iao que ocorre a 2-5 eV
(TOOR et al.,, 2000). Segundo Khare et al. (2007), essa caracteristica é menos perceptivel para
fosfato adsorvido em 6xidos de Fe (III) do que para fosfatos de Fe (I1I).

Em relacio a especiacio de P em solos, a caracteristica da pré-borda do espectro
XANES da borda K do P indica coordenacao dos tetraedros PO, com um cation de metal de
transicao. Dada a alta abundancia de Fe na maioria dos solos em relacdo a outros metais de

transi¢ao, e a maior capacidade de adsor¢do de fosfato em 6xidos de Fe em relagao aos 6xidos de
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Mn, essa caracteristica da pré-borda é provavelmente atribuida ao PO, ligado ao Fe (III)
(HESTERBERG, 2010).

O fosfato adsorvido ligado a grupos funcionais de superficie semelhantes, como Al-OH
e Fe-OH em varios 6xidos de Al e Fe, pode ser de dificil distingdo com resolugdes de energia
(0,3-1 eV) das linhas de luz XAS sincrotron (HESTERBERG, 2010). Visualmente, os espectros
das amostras evidenciaram caracteristica de pré-borda semelhantes, pico principal na regido de
2151.0 eV e sutis diferengas na regido pos borda. O carater pré-borda foram semelhantes aos
observados nos padroes de fosfato adsorvido a goethita e aos 6xidos de ferro (Figuras 09, 10, 11)
corroborando os resultados de Hesterberg et al. (1999).

As caracteristicas da borda de absor¢ao de padrbes organicos de P como acido fitico,
ATP e outros compostos organicos coincidem essencialmente com os de muitos fosfatos
inorganicos. Muitos desses compostos tém um pico amplo e Gnico de energias entre 2167 e 2170
eV, o que torna mais dificil distinguir entre espécies P inorganicas e organicas em uma amostra de
solo (HESTERBERG, 2010). No ajuste de combinagio linear, todas as amostras apresentaram
combinag¢dao com o padrio de acido fitico (Tabela 15).

O ajuste de combinagao linear (LCF) dos espectros de absor¢ao de raios-X na borda K
do P indicou que o possivel acimulo de P no solo ocorreu predominantemente por adsor¢ao de
P inorganico em supetficies de oxihidréxidos de Fe/Al Foram observadas estimativas médias de
72 a 82% de Pi e 18 a 28% de Po nas amostras de solo cultivado com soja e 71 a 77% Pie 23 a
29% Po nas amostras de solo cultivado com trigo (Figura 8). Schmieder et al. (2018) obtiveram
acumulo de P de 76% do P associado a Al ou Fe em solos agricolas adubados com esterco no
longo prazo e destacaram a importancia das fragdes minerais de P ligada a Fe e Al para a retengao
de P em solos fertilizados a longo prazo. Em nosso estudo, as fracdes minerais de P ligada a Fe e
Al também foram as principais formas de reten¢ao de P nos dois sistemas de manejo do solo e
em todas as posi¢oes de amostragem, evidenciado pelos semelhantes resultados obtidos pela

especiacao XANES e pelo fracionamento quimico.
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Figura 8. Porcentagem das fracoes de P obtidas pela combinacio linear (LCF) no método de especiacao
por XAS/XANES.
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Figura 9. Espectros XANES na borda K do P dos padrdes utilizados no ajuste de combinagao linear com

os espectros de P das amostras de solo. Obs.: as linhas verticais sio guias visuais para comparar as
caracterfsticas espectrais.
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Figura 10. Espectros XANES da borda K do fésforo de amostras de solo cultivado com soja nos
sistemas de plantio direto (A) e preparo convencional (B) e espectros dos padrbes utilizados como
referéncia de fésforo.
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Figura 11. Espectros XANES da borda K do fésforo de amostras de solo cultivado com trigo no plantio
direto (A) e preparo convencional (B) e espectros dos padrdes utilizados como referéncia de fésforo.
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4.1.6. Caracterizagao de fésforo organico por ressonancia nuclear magnética - 31p

RNM

Nos espectros de 31P RMN, a presenca de ortofosfato, ortofosfato monoésteres,
ortofosfato diésteres e pirofosfato em todas as posi¢oes de amostragem, em ambos os sistemas
de manejo (Figura 12 e 13). Os sinais de 31P RMN de compostos organicos e inorganicos de
interesse em estudos ambientais geralmente estdo entre 25 e -25 ppm. Esses compostos sao
fosfonatos, com uma ligagao C - P, a 20 ppm; ortofosfato a 5-7 ppm; ortofosfato monoésteres,
com uma por¢ao C por P, a 3-6 ppm; ortofosfato diésteres, com duas por¢des C por P,
incluindo fosfolipidios e acido desoxirribonucleico (DNA), de 2,5 a -1 ppm; pirofosfato de -4 a -
5 ppm; e polifosfato a -20 ppm. Embora raramente seja relatado para amostras ambientais, um
pico para o grupo P de cadeia terminal de polifosfatos também pode estar presente de -4 a -5
ppm (CADE-MENUN, 2005). Picos intensos de Pi ortofosfato (5 — 7 ppm) foram detectados
em relagdao as demais fragdes de P. Assim, pode-se inferir que esta foi a fragdo predominante de
P, o que corrobora os resultados do fracionamento quimicos (Tabela 18) e XANES (Tabela 15)
em que observamos predominio da fragao de P inorganico ligado a Fe e AL

Os grupos de fosfonatos e polifosfatos nao foram encontrados em nenhuma das
amostras. Por isso, os espectros foram apresentados com deslocamento quimicos de -10 a 10
ppm (Figura 12 e 13). Os polifosfatos sio fracdes com alto conteddo de energia e sao
preservados em ambientes onde a atividade microbiana do solo é reduzida ou a quantidade de
MOS ¢ muito elevada (Dai et al., 1996). Nos espectros de RMN observaram-se picos definidos
das fragoes Pi ortofosfato, Po diéster e Pi pirofosfato e picos conjugados na regiao da fracao Po
monoésteres. A presenca de picos conjugados é comum em espectros de *'P RMN e indicam a
presenca de mais de um tipo de Po monoéster (Escudey et al., 1997). O principal Po monoéster
presentes no solo sao o hexafosfato inositol (Dai et. al., 1996).

Houve diferentes comportamentos de pico entre as posicdes de amostragem e entre 0s
sistemas de manejo (Figura 13 e 14). No espectro da amostra de solo cultivado com soja no SPD
observamos pico mais pronunciado relativo as fragcdes monoéster na entrelinha, em relagao a
rizosfera e linha de semeadura. Turner; Engelbrecht (2011) avaliaram a composicio do P
organico de 19 solos contrastantes sob floresta tropical da planicie do Panama usando a extracao
com NaOH — EDTA e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear *'P em solugio. Os
autores concluiram que a fracdo de fosfato monoésteres correspondeu a maior propor¢ao do
fésforo organico total em solos com pH mais proximos de 7 e altas concentragdes de fésforo e
matéria organica, enquanto a propor¢ao de fosfato diésteres foi maior em solos muito acidos e

com baixo teor de fésforo e matéria organica. De acordo com Turner; Engelbrecht (2011), as
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propriedades do solo exercem forte controle nas quantidades e formas de fésforo organico do

solo das florestas tropicais.
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Figura 12. Espectros 3'P NMR das solu¢ées do solo cultivado com soja no sistema de plantio direto
(SPD) e sistema de preparo convencional (SPC).
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Figura 13. Espectros 3P NMR das solugbes do solo cultivado com trigo no sistema de plantio direto
(SPD) e sistema de preparo convencional (SPC).

Em solos muito intemperizados e sem adubagao, o Po monoéster pode estar em maior

propor¢ao em relacio ao Pi ortofosfato (Guggenberger et al., 1996) devido a exportacio de Pi

pelas plantas ou a sua transformacao em formas organicas (Dalal, 1977). Ja o Pi ortofosfato é a

fracdo predominante em solos adubados (RHEINHEIMER et al., 2002).
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No espectro da amostra de solo cultivado com soja no SPC, comparado com o SPD,
observou-se um pico mais pronunciado de pirofosfato na entrelinha, e o mesmo efeito foi
evidenciado nos espectros das amostras de solo cultivado com trigo (Figura 12 e 13). Pode-se
inferir que na entrelinha de ambos os manejos do solo houve aumento de P na forma inorganica
de pirofosfato, em relagao a rizosfera e linha de semeadura, uma vez que o efeito da microbiota
na entrelinha pode ser reduzido, o que pode contribuir para a diminui¢do na transformagao de P
em formas organicas. As condigdes quimicas da rizosfera diferem consideravelmente das do solo
nao rizosférico, como consequéncia de uma série de processos induzidos diretamente pela
atividade das rafzes das plantas ou pela atividade da microflora da rizosfera (HINSINGER,
2001).

Formas de P organico no solo sio afetadas, ou pelo menos correlacionadas, com uma
ampla gama de fatores geoquimicos, fisicos e climaticos do solo, incluindo precipitagio e
temperatura, que tém grandes impactos nos processos biolégicos. A propor¢ao fosfatos
diésteres/monoésteres ¢ uma métrica do solo que pode ser afetado por fatores climaticos (NASH
etal., 2014).

As espécies vegetais e mineralogia do solo também podem afetar a composi¢ao organica
de P no solo. Em estudo sobre a influéncia da cobertura do solo com leguminosas (Arachis
pintoi, Pueraria phaseoloides ¢ Macroptilium atropurpurennm) no P organico do solo por espectroscopia
de P RMN, Canellas et al. (2004) encontraram maior quantidade de fésforo em ligagSes
diésteres nas amostras de solo sob cobertura de leguminosas do que sob gramineas. Canellas et al.
(2004) afirmaram que a permanéncia da parte aérea na superficie do solo promoveu aumento na
razdo P diéster/monoéster e que os resultados podem ser usados pata justificar o aumento da
disponibilidade de fésforo para as plantas em solos cultivados com leguminosas.

Chapuis-lardy; Brossard; Quiquampoix, (2001) avaliaram o fésforo organico em
Latossolos do Cerrado usando espectroscopia *'P-NMR e encontraram proporcdes fosfato
diésteres/monoésteres que variaram de 0,20 a 0,28, com predominancia de fosfato monoésteres
que foram atribuidos principalmente a mineralogia do solo argiloso, que era composta por
gibbsita (50-63%), goethita (13-20%), caulinita (10-20%) e a hematita (6 a 8%). Assim, os P
monoésteres sao protegidos da degradagao microbiana devido a rapida adsorcao das fragoes de P
aos minerais do solo e 4 interacdo com os oxi-hidroxidos do solo. A alta estabilidade dos fosfatos
monoésteres contra ataques microbianos e enzimaticos resulta de suas fortes interagdes com os
minerais do solo, devido a sua alta densidade de carga e precipitagdio com minerais de Fe e Al

moderadamente soluveis (ANDERSON, 1980).
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Em geral, as fracdes organicas de P foram semelhantes entre as posi¢oes de amostragem
e entre os sistemas de manejo do solo pelo método do fracionamento quimico (Tabela 18),
porém as analises qualitativas de *'P- NMR evidenciaram a presenca de picos com
comportamentos distintos em relacio as fragoes de P organico P, assim é necessario novos
estudos mais detalhados para investigar se quantitativamente ocorre diferenca das fragoes de P na

rizosfera das plantas.
4.1.7. Fracionamento quimico de fésforo

A relagao entre o fésforo total obtido pela somatéria das fragoes e o fosforo total por
digestao é uma forma de avaliar a precisao do fracionamento uma vez que pode haver perdas
durante as etapas da extracido sequencial. Os resultados de recuperacio da soma das fracOes
foram de 97 a 121% do fésforo total obtido por digestdo para amostras de solo cultivado com
soja (R’= 092). Para as amostras de solo cultivado com trigo as porcentagens de recuperagio
foram de 94 a 115% (R* = 0.87) (Figura 14).

Nao houve interacdo entre sistema de manejo do solo x posi¢io de amostragem nas
fracdes de P extraido com HCI 1 mol L" e P extraido com NaOH 0,5 mol L' (Tabela 14).
Resultado semelhante foi observado para as amostras de solo cultivado com trigo, exceto para a
fragdes de P extraido com HCI 1 mol " (Tabela 14). Observou-se efeito significativo dos fatores
experimentais isolados nas fracdes de P extraidos das amostras de solo cultivado sobre para

ambas as culturas (Tabela 14).
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Figura 14. Relacio entre o fésforo total obtido pela somatéria das fragdes do fracionamento e o fésforo
total obtido por digestdo, em amostras da rizosfera, linha e entrelinha de um Latossolo Vermelho
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distroférrico cultivado sob longa duracdio em sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo
convencional (SPC) com sucessao de soja e trigo. *p<0,05 teste F.

Tabela 14. Significancia dos efeitos dos fatores experimentais e suas intera¢Ses, como resultado da analise
de variancia para as fragoes de foésforo obtidas no fracionamento quimico de amostras de solo cultivado

com soja.

Fracoes Sistema Posicio Sistema x Posi¢do
Soja
Pi resina F118=11267" F 2,18 = 35,588 * F 2,18 = 0,995 NS

Pi NaHCOs3 0,5 mol 1.1
Po NaHCO; 0,5 mol L
Pi NaOH 0,1 mol 1.1

Po NaOH 0,1 mol 1.1

P HCI 1 mol L

Pi NaOH 0,5 mol 1.1

Po NaOH 0,5 mol Lt

P residual

Pi resina

Pi NaHCOs3 0,5 mol 11
Po NaHCO3 0,5 mol 11
Pi NaOH 0,1 mol Lt
Po NaOH 0,1 mol L1

P HCI 1 mol L1

Pi NaOH 0,5 mol Lt
Po NaOH 0,5 mol Lt

P residual

F 1,18 = 5,145 "
F 1,18 = 2,762 N8
F 1,18 = 12,435
F 1,18 = 11,585
F 1,18 = 288,599
F 1,18 = 19,349
F 1,18 = 0,873 Ns
F 1,18 = 16,943

F 1,18 = 3,738 Ns
F 1,18 = 14,290"
F 1,18 = 0,915 N8
F 1,18 = 32,991
F 1,18 = 33978
F 1,18 = 84,323
F 1,18 = 17,627
F 1,18 = 0,25 NS

F 1,18 = 5933

F 2,18 = 30,600 **
F 2,18 = 2,724 \s
F 2,18 =27,037 *
F 2,18 =2,702 N\
F 2,18 = 121,097
F 2,18 =15,173*
F 2,18 = 0,041 X\
F2,18=5391"

Trigo
F 2,18 = 33, 491
F 2,18 = 54,205 *
F 2,18 = 1,401 N\s
F 2,18 = 42,558
F2,18 = 12,715~
F 2,18 = 20,341
F2,18 =11,107
F 2,18 =2,678 N8
F 2,18 = 5,727

F 2,18 = 0,416 N8
F 2,18 = 3,191 N
F 2,18 = 2,669 Ns
F 2,18 = 2,049 Ns
F 2,18 = 56,064 **
F 2,18 = 5820

F 2,18 = 0,184 \s
F 2,18 = 1,483 \s

F 2,18 = 2,104 Ns
F 2,18 = 3,265 N8
F 2,18 = 1,361 N8
F 2,18 = 1,649 Ns
F 2,18 = 0,969 Ns
F2,18 = 11,626 *
F 2,18 = 2,532 N8
F 2,18 = 0,632 N8
F 2,18 = 0,492 Ns

Teste de Tukey (p< 0,05), * p< 0,05, ™ p<0,01, N8 nio significativo.

Comportamento das fragoes labeis de P

Os teores de fésforo inorganico extraidos pela resina trocadora de fons (RTA - PiIRTA)
foram superiores no sistema plantio direto (SPD) em comparacao ao preparo convencional (SPC)
em ambas as culturas (Tabela 15). Esse resultado pode ser explicado pelas aplicagdes anuais de
fertilizantes na camada superficial do solo, onde um acimulo de nutrientes é favorecido pela
presenca da palhada, pela auséncia de revolvimento e diminui¢ao da taxa de erosio (GATIBONI

et al.,, 2007). No SPD esse acimulo de nutrientes nos centimetros superficiais, é decorrente da
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aplicacao dos fertilizantes sobre a superficie, da mineralizagdo dos nutrientes presentes nos
residuos vegetais da superficie e da maior capacidade de troca cationica (CTC) favorecida pelos
maiores teores de matéria organica humificada (Bayer & Bertol, 1999; De Maria et al., 1999).

O revolvimento do solo realizado no SPC pelas aracées e gradagens promove maior
contato entre o fon fosfato e a superficie dos coloides inorganicos o que favorece as reagdes de
adsorc¢io e consequente redugao na disponibilidade as plantas.

Os teores de PIRTA nao foram diferentes na rizosfera e na linha nos dois sistemas de
manejo da soja, sendo ambas diferentes dos teores das amostras de solo coletadas na entrelinha.
O mesmo foi observado no SPD na cultura do trigo (Tabela 18). A adubacdo fosfatada anual
realizada no sulco de semeadura pode explicar os teores semelhantes na rizosfera e linha nos dois
sistemas de manejo de solo da soja, isto ¢, a aplicacdo localizada do fertilizante fosfatado no sulco
de plantio concentra o P em um menor volume de solo préximo as raizes das plantas e apresenta
a vantagem de diminuir a fixagdo do fésforo (KOVAR; BARBER, 1989). Como consequéncia,
aumenta o gradiente de concentracio do nutriente entre a solugdo e a superficie da raiz das
plantas.

Diversos autores avaliaram mudangas de pH da rizosfera e observaram que as raizes de
plantas aumentam a disponibilidade e absor¢io de P pela protonacio da rizosfera (HINSINGER
et al., 2003; MARSCHNER, 1995; NYE, 1981). Quando uma planta absorve mais cations do que
anions, os prétons sao liberados do citoplasma para o apoplasto para manter a neutralidade
elétrica, e esses protons sao entdo liberados na rizosfera, o que contribui para sua acidificagao
(GREGORY, 2007).

Plantas que fixam N, simbioticamente, como a soja, tem a origem principal do elemento
na forma molecular (N, atmosférico), o que causa desbalango na proporc¢ao de cations e anions
do solo, que sio menos absorvidos, o que faz a planta a absorver mais citions e a liberar H"
predominantemente (MARSCHNER, 1995). Segundo Barber, (1998), este processo nas espécies
leguminosas poderia aumentar a eficiéncia de absor¢do de P na rizosfera dessas espécies e por
isso talvez sejam menos exigentes em fésforo do que outras espécies de plantas da familia das
poaceas (Poaceae), como o trigo. Isso pode explicar os teores superiores de PIRTA na rizosfera
do trigo (107,0 mg kg') em relacdo aos teores da rizosfera da soja (69,0 mg kg™") (Tabela 15) o
que indica que a soja pode ser mais eficiente na absor¢ao de P e seja menos exigente em P do que
o trigo.

Os teores de Pi extraido por bicarbonato 0,5 mol L' (PiBIC) nio diferiram em ambos
sistemas de manejo do solo na cultura da soja, com efeito semelhante ao observado nos teores de

PRTA, isto é, os teores de PiBIC da rizosfera nao diferitam em relacio a linha, sendo ambos
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diferentes dos teores na entrelinha (Tabela 15). Segundo Parfitt (1978) e Meurer et al., (2004) o
extrator bicarbonato de sédio (NaHCO, 0,5 mol L") extrai fracdes de Pi (PiBIC) fracamente
adsorvidas aos 6xidos de ferro (Fe) e aluminio (Al) e argilominerais presentes no solo. Segundo
Hedley et. al, (1982), Tiessen et. al., (1984) e Gatiboni et. al., (2007) a fracdo PiBIC sio
consideradas fra¢oes disponiveis as plantas.

Os teores de Po extraidos por bicarbonato 0,5 mol L' (PoBIC) nio apresentaram efeito
significativo na interagdo entre os fatores experimentais e nem efeito dos fatores isolados para
ambas as culturas (Tabela 14), porém os valores percentuais de PoBIC corresponderam de 9 a
13% do percentual total do fracionamento, comparado aos percentuais de 3 a 8% de PiBIC e 2 a
6% de PRTA.

Os valores percentuais de participagao de cada fracao labil de P foram: 46 a 73 %
PoBIC > 16 a 32% PiBIC > 12 a 22% PiRTA. Portanto, a participagiao da fracio PoBIC na
fracio de P labil foi predominante. Segundo Bowman; Cole, (1978); Tiessen ¢ Moir (1993) a
fracio PoBIC corresponde a fragoes de P de facil degradagao no solo, como os acidos
ribonucleicos e glicerol fosfatos, que possuem estrutura quimica que facilita sua decomposigao,
sendo facilmente mineralizaveis. Por isso, as quantidades armazenadas no solo sio pequenas
(DOS SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008).

Conte et al. (2003) avaliaram as formas preferenciais de acumula¢ao do P proveniente da
adicao de doses de fosfato soluvel em Latossolo Vermelho distroférrico tipico argiloso sob
plantio direto por cinco anos e meio e concluiram que a fragao organica de P extraida com
bicarbonato (PiBIC) foi pouco afetada pela adi¢ao do fertilizante fosfatado ao solo (em torno de
24 mg kg') e o sistema de cultivo somente alterou a fragio PoBIC no solo, com valores
superiores no sistema convencional. Em nosso trabalho foram observados teores médios de
PoBIC médio de 190 mg kg, isto ¢, superiores ao obtidos por Conte et. al. (2003), sem diferenca

para o plantio direto e preparo convencional por 36 anos.



59

Tabela 15. FracGes de P ldbil de amostras de um Latossolo Vermelho distroférrico cultivado sob longa
duracdo em sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC) com sucessio de
soja e trigo.

Manejo Posicio Posicao
Rizosfera Linha Entrelinha Rizosfera Linha Entrelinha
Soja Trigo
P inorganico extraido por resina (mg kg!)
SPD 69 Aa 69 Aa 33 Ab 107 Aa 67 Aa 37 Ab
SPC 50 Ba 59 Aa 25 Ab 101 Aa 41 Bb 32 Ab

P inorganico extraido por NaHCO;3 0,5 mol L' (mg kg 1)
SPD 127 Aa 114 Aa 55 Ab 144 Aa 103 Ab 69 Ac
SPC 101 Aa 102 Aa 44 Ab 139 Aa 55 Bb 44 Ab

P organico extraido por NaHCOj; 0,5 mol L (mg kg')
SPD 199 191 179 225 189 181
SPC 180 173 183 201 188 191

Letras mailsculas comparam sistemas de cultivo, e letras minGsculas comparam posi¢cfes de amostragem.
(Tukey, p<0,05).

Comportamento das fragoes moderadamente labeis de P

Em relagao a fracao PiHIDO,1 os teores foram superiores no SPD em comparac¢io ao
SPC, em ambas as culturas, sem diferenca entre a rizosfera e¢ a linha e ambos diferentes da
entrelinha (Tabela 16). Pavinato; Merlin; Rosolem (2009) obtiveram valores maiores PiIHIDO,1
no preparo convencional em relagdo ao sistema de plantio direto (dez anos) e afirmam o P
adicionado como fertilizante foi adsorvida no solo e permaneceu em fragdes moderadamente
labeis, principalmente nas camadas superiores do solo. Pavinato; Merlin; Rosolem (2009)
ressaltaram que o fertilizante fosfatado promoveu acimulo de P nas fracdes menos disponiveis
no solo, e o P permaneceu no solo ap6ds a colheita. Eventualmente, esse fésforo pode migrar para
fracoes mais labeis e estar disponivel para culturas cultivadas em sucessao.

O HCl 1 mol L. extrai fragdes de Pi (PiIHCL) associadas a cargas positivas na superficie
dos o6xidos e formas associadas ao calcio (CROSS; SCHLESINGER, 1995). A fracio PiHCI foi a
unica fracio que apresentou interacao significativa entre o manejo do solo e as posi¢cdes de
amostragem, sendo que os teores foram superiores no SPD em compara¢iao ao SPC em ambas as
culturas, mas nao diferiram entre a rizosfera e a linha, e ambos foram diferentes da entrelinha nos
dois sistemas na cultura da soja e no PD do trigo.

Os valores observados de PiHCI na rizosfera e linha no SPD da soja foi em média 103
mg kg em relagio a 30 mg kg no SPC e no SPD do trigo foi em média 86 mg kg em relacio a

27 mg kg’l no SPC. Pode-se inferir que havia teores superiores de fosfato ligado a célcio no SPD
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da soja e trigo em relagao ao SPC, e isso pode ser confirmado pelos resultados dos teores de
calcio no solo que foram superiores no SPD em relagao os SPC em ambas as culturas (Tabela 8).

A porcentagem da fragao PiHCI teve valores médios inferiores as demais porcentagens
das fragoes inorganicas de P total do solo (Tabela 16), e esse resultado é semelhante aos obtidos
por Pavinato; Merlin; Rosolem, (2009) que também observaram valores inferiores para a fragao
PiHCL comparado com o P total do solo. Pavinato; Merlin; Rosolem (2009) afirmam que os
fosfatos de calcio sio degradados pela agdo do acido cloridrico, o que sugere que aqueles solos
nao possuem altos niveis de fosfatos de calcio, mas provavelmente possuem fosfatos ligados aos
oxidos de ferro e aluminio.

O hidréxido de sédio 0,1 mol L extrai fracdes de Pi adsorvidas aos oxihidréxidos dos
de Fe e Al e argilominerais que estao moderadamente adsorvidos, isto ¢, que podem estar ligados
por meio de ligagdes mono e bidentadas, ou seja, ligacdes em que um e dois atomos de oxigénio
estao ligadas aos oxihidroxidos de Fe e Al, respectivamente. A energia de ligacdo ¢ crescente na
seguinte ordem monodentados > bidentados > binucleados, e a possibilidade de dessor¢ao do
fosfato aumenta na ordem inversa (PARFITT, 1989). Portanto, a fracio PiHIDO,1 corresponde a
fracoes de P que podem repor o P na solugao do solo quando ocorre deple¢ao pela absor¢ao das
plantas. O NaOH 0,1 mol L' também extrai formas precipitadas com Fe a Al com diferentes
graus de estabilidade e fragoes organicas (PoHIDO,1) adsorvidas aos minerais secundarios ou
associados aos acidos humicos e fulvicos (Linquist et al., 1997).

Em relagio a fragao PoHIDO.1 houve efeito significativo da interagao entre os sistemas
de manejo do solo para a cultura da soja (Tabela 14), porém os valores superiores observados no
SPD em relagio ao SPC nao influenciaram a porcentagem de distribui¢do da fragdo organica
neste sistema comparado ao SPC (tabela 18).

As informacdes disponiveis em referéncias bibliograficas sobre a importancia do fésforo
organico como fonte disponivel em solos agricolas sao restritas, sendo que os autores que
abordam o fracionamento de P em solos dao mais énfase do P inorganico aplicado por meio da

adubacio. Com isso, o conhecimento sobre a ciclagem do P organico ainda ¢ limitado.
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Tabela 16. Fracdes de P moderadamente labil de amostras de um ILatossolo Vermelho distroférrico
cultivado sob longa duracdo em sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC)
com sucessio de soja e trigo.

Manejo Posicio Posicio
Rizosfera Linha Entrelinha Rizosfera Linha Entrelinha
Soja Trigo
P inorganico extraido por NaOH 0,1 mol L-! (mg kg!)
SPD 310 Aa 295 Aa 140 Ab 364 Aa 245 Aa 188 Ab
SPC 228 Ba 214 Ba 136 Ab 279 Ba 138 Bb 142 Ab
P organico extraido por NaOH 0,1 mol L' (mg kg')
SPD 333 Aa 349 Aa 308 Aa 207 Ab 341 Aa 296 Aa
SPC 254 Ba 308 Ba 294 Aa 207 Ab 299 Aa 236 Aab
P inorganico extraido por HCl 1 mol L' (mg kg™')
SPD 104 Aa 102 Aa 23 Ab 92 Aa 80 Aa 32 Ab
SPC 28 Ba 32 Ba 17 Ab 32 Ba 21 Ba 20 Aa

Letras maiusculas comparam sistemas de cultivo, e letras minusculas comparam posi¢cdes de amostragem.

(Tukey, p<0.05).

Fracoes nao labeis de P

Os teores de Pi extraidos com hidréxido de sédio (NaOH 0,5 mol 1.") foram superiores
no sistema plantio direto (SPD) em comparagao ao preparo convencional (PC) em ambas as
culturas, sem diferenca entre rizosfera e linha, sendo ambos diferentes da entrelinha nos dois
sistemas de manejo (Tabela 20). O hidréxido de sédio NaOH 0,5 mol L") extrai as mesmas
fragdes de Pi extrafdas pelo NaOH 0,1 mol L porém com maior grau de estabilidades, ou seja,
formas mais estaveis cujas ligacbes sao mais especificas, como as liga¢oes bidentadas (PARFITT,
1975).

Em solos altamente intemperizados, como o Latossolo Vermelho distroférrico utilizado
neste trabalho, predominam as formas de fésforo inorganicas ligadas a fragio mineral com alta
energia ¢ as formas organicas estabilizadas fisica e quimicamente, que siao extraidas pelo
hidréxido de sédio (0,1 e 0,5 mol L."). As porcentagens dessas fragdes corresponderam de 48 a
51% do P total (Tabela 21), resultado que corrobora Pavinato; Dao; Rosolem (2010); Rodrigues
et al. (2010).

O NaOH 0,5 mol L' extrai também fragdes de Po (PoHIDO0,5) os quais nio
apresentaram significancia para os fatores experimentais. O PoHIDO0,5 correspondem a fracdes
organicas associadas a acidos humicos e fulvicos dentro dos agregados cuja protecgao fisica leva a

ser classificadas como formas nao labeis de P (CONDRON et al., 1985).
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Acido sulfdrico (H,S80,), peréxido de hidrogénio (H,O,) e cloreto de magnésio (MgCl,)
extrairam a fragao residual de P, que corresponde a fracdes de Pi que possuem alta estabilidade
com os constituintes do solo e sdo classificados como formas nao labeis de P. A fracao residual
de P representou, em média, entre 25 e 33% do P total (Tabela 21).

Um ponto importante ligado a adsor¢ao ou fixa¢do de P no solo ¢ a passagem de P-labil
para P-ndo labil que, com o tempo, nao estara mais em equilibrio com o P em solugdo. O
processo de envelhecimento do P no solo, que torna o elemento indisponivel ou dificilmente
disponivel para a aplanta, ocorre, em grande propor¢ao, de maneira rapida, num curto prazo, e
prossegue de maneira gradual com o tempo, principalmente nos solos mais intemperizados com
maior poder de adsor¢ao de P (NOVAIS, R.F., SMYTH, 1999), como o solo deste estudo. As
formas de P nao labil competem com a planta pelo P adicionado via adubagiao e
consequentemente diminui a eficiéncia da adubagao fosfatada.

Os teores de P total ndo variaram muito entre os sistemas de manejo, e a a forma
inorganica de P foi a predominante, com os seguintes valores médios: i) SPD soja: 67% Pi e 33%
Po; ii) SPC soja: 65% Pi e 35% de Po; iii) SPD trigo: 69% Pi e 31% Po e iv) SPC trigo: 66% Pi e
34% Po (Tabela 18 e Figura 18). Abdala et al. (2015) observaram que o P acumulou
preferencialmente em  formas inorganicas (aproximadamente 80% do P total),
independentemente dos sistemas de manejo, que constaram de culturas anuais sob preparo
convencional e plantio direto e pastagem que receberam adubagao fosfatada ao longo de 10 a 40
anos com esterco suino e esterco de laticinios. Outros autores, porém, indicam que o sistema de
plantio direto de longo prazo poderia aumentar a participacio da fragdo organica na
disponibilidade de P com acimulo preferencial de P sob formas organicas (Rheinheimer et al.,
2002; Tiecher et al., 2012).

E provavel que parte das diferencas entre os sistemas SPD e SPC, quanto aos teores das
fracées de P, resulte da adigao diferenciada de P nas camadas mais superficiais do solo, pelo
efeito de diluigao, embora a dose de P empregada tenha sido a mesma para os dois sistemas. Isso
acontece porque no SPD o P ¢ aplicado na supetficie do solo, sem incorporagao, e no SPC o P ¢
incorporado na camada aravel. Além disso, no SPD, a reciclagem de P proveniente dos residuos
vegetais tende a mobilizar P de camadas subsuperficiais para a superficie do solo o que diminuiria
o P total das camadas subsuperficiais e aumentaria nas superficiais. Por outro lado, a outra parte
do P organico mineraliza, sendo que parte do P inorganico liberado sera absorvido pelas raizes e
a outra sera adsorvida ao solo em camadas superficiais, aumentando as formas de Pi e,

consequentemente, o P total nessas camadas (OLIVEIRANOVAIS, ALVAREZ, 2002).
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Tabela 17. Fracdes de P ndo labil de amostras de um Latossolo Vermelho distroférrico cultivado sob
longa duragio em sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC) com sucessao

de soja e trigo.

Manejo Posicio Posicao

Rizosfera Linha Entrelinha Rizosfera Linha Entrelinha
Soja Trigo

P inorganico extraido por NaOH 0.5 mol L' (mg kg™)
SPD 322 Aa 335 Aa 212 Ab 336 Aa 316 Aa 238 Ab
SPC 262 Ba 226 Ba 211 Aa 277 Ba 224 Ba 221 Aa

P organico extraido por NaOH 0.5 mol L' (mg kg!)
SPD 132 Aa 125 Aa 133 Aa 102 Aa 119 Aa 116 Aa
SPC 114 Aa 124 Aa 121 Aa 84 Aa 119 Aa 129 Aa

P residual (mg kg!)

SPD 581 Aa 565 Aa 539 Aa 520 Aa 584 Aa 543 Aa
SPC 548 Aa 492 Bb 507 Aab 438 Bb 555 Aa 492 Aab

Letras mailsculas comparam sistemas de cultivo, e letras minasculas comparam posi¢fes de amostragem.

(Tukey, p<0.05).

Tabela 18. Distribui¢do percentual das fragdes do fracionamento quimico.

Pirta  Pigic  Posic Piumor Powumor Pina Piwmos Presid Ptot
SPD soja
Rizosfera 6 9 14 15 5 15 6 27 100
Linha 5 9 14 16 16 26 100
Entrelinha 3 11 9 19 13 33 100
SPC soja
Rizosfera 6 10 13 14 2 15 6 31 100
Linha 6 10 12 18 13 28 100
Entrelinha 3 12 9 19 1 14 33 100
SPD trigo
Rizosfera 11 17 10 4 16 5 25 100
Linha 9 12 17 4 15 29 100
Entrelinha 11 11 17 2 14 7 32 100
SPC trigo
Rizosfera 1 16 12 2 16 25 100
Linha 11 8 18 1 14 34 100
Entrelinha 13 9 16 1 15 33 100
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Figura 15. Fra¢oes de P 1abil de amostras de um Latossolo Vermelho distroférrico cultivado em sucessiao
de soja e trigo sob longa duragio em sistema plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional
(SPC). (R = rizosfera; L. = linha; EL. = entrelinha)
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Figura 16. Fracées de P moderadamente labil de amostras de um Latossolo Vermelho distroférrico
cultivado em sucessdo de soja e trigo sob longa duracio em sistema de plantio direto (SPD) e sistema de
preparo convencional (PC). (R = rizosfera; L. = linha; EL = entrelinha)
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Figura 17. Fra¢cbes de P nido ldbil de amostras de um Latossolo Vermelho distroférrico cultivado em
sucessdo de soja e trigo sob longa duragdo em sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo
convencional (SPC). (R = rizosfera; L. = linha; EL = entrelinha).
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Figura 18. Distribuicio relativa das fragdes de P labeis, moderadamente labeis e nao labeis em amostras
de um Latossolo Vermelho distroférrico cultivado em sucessao de soja e trigo sob longa dura¢io em
sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC). (R = rizosfera; L = linha; EL =
entrelinha).
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4.2. Andlises microbioldgicas

4.2.1. Carbono da biomassa microbiana

Os teores de carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) foram superiores no SPD
em relagao ao SPC em ambas as culturas (Tabela 19 e Figura 19). No SPD observaram-se valores
superiores de CBM na linha de semeadura, em relacio a rizosfera e entrelinha, em ambas as
culturas. Os valores de CBM no SPC nio foram diferentes nas trés posi¢oes de amostragem, em
ambas as culturas (Tabela 19 e Figura 19).

Os coeficientes de correlagido de Spearman entre o CBM e os atributos quimicos do solo
foram maiores no SPD em relacio ao SPC (Tabela 20). No SPD, o CBM correlacionou
positivamente com os teores de COT, pH, MO, Ca e Mg (Tabela 20). No SPD do trigo, as
correlagoes foram de 0,72 (p<0,01) com o COT, 0,91 (p<0,01) com o pH, 0,86 (p<0,01) com a
MO, 0,61 (p<0,01) com os teores Ca e 0,62 (p<0,01) com os teores de Mg (Tabela 20). Assim, o
SPD propiciou um microambiente na camada superficial, superficial mais estavel em relagao ao
SPC, isto é, o ndo revolvimento do solo permitiu um microambiente mais equilibrado a
microbiota do solo. Os microrganismos sao integrantes vivos do solo influenciados por diversos
fatores como a disponibilidade de carbono e nutrientes, pH, umidade e aeragao etc.

O SPD propicia aumentos nos teores de carbono orginico do solo e da biomassa
microbiana na camada superficial, o que melhora a qualidade do solo (Bhattacharyya et al., 2009).
Sa et. al. (2001) observaram aumento no teor de CO do solo na camada mais superficial (até 10
cm) em Latossolos do Parand cultivados sob SPD, em comparacao com a mata nativa, ocorreu
devido a alta entrada de residuos de culturas e a falta de perturbaciao do solo.

O sistema radicular tem influéncia direta na biomassa microbiana do solo. Os valores
superiores da CBM na linha no SPD, de ambas as culturas (Tabela 19) , podem estar relacionados
também a amostragem de solo, isto é, o maior volume de sistemas radiculares na linha devido ao
reduzido espagamento entre plantas pode ter propiciado o incremento da CBM em relagdo as
amostragens da rizosfera e a entrelinha de semeadura. Em sistemas de manejo que propiciam
elevada deposigao de residuos organicos e grande quantidade de raizes ocorre estimulo da BMS,
0 que acarreta aumento populacional e aumento da atividade enzimatica (Cattelan e Vidor, 1990).

No SPC, os valores da CBM semelhantes nas trés posi¢cOes de amostragem, em ambas as
culturas (Tabela 19), o que pode ser explicado pela homogeneizagao da camada aravel do solo
como consequéncia do revolvimento do solo, que favorece as perdas da MOS por meio da
destruicao dos agregados, elevada fragmentagdo e incorpora¢ao dos residuos vegetais ao solo,

com consequente diminui¢ao da cobertura do solo, que afeta diretamente a CBM (Balota et al,
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1995). Aragoes e gradagens realizadas no SPC favorecem a diminui¢io do teor de MO do solo
por meio do revolvimento do solo, o que afeta as propriedades quimicas e fisiolégicas do solo,
bem como o microclima que regula os processos biolégicos (ASLAM et al., 2013).

As comunidades microbianas do solo estio relacionadas a processos essenciais para a
produtividade agricola e a sustentabilidade do solo, e a estrutura dessas comunidades microbianas
¢ simplificada em sistemas de manejo intensivo, como o SPC, resultando baixa estabilidade das
fun¢oes bioquimicas no solo (FENG et al., 2003).

Balota et al. (1998) avaliaram o CBM por trés anos em um Latossolo roxo distréfico sob
SPD instalado ha 20 anos em Londrina-PR e obtiveram aumento de 118% na CBM no SPD em
relagio ao SPC. Balota et al. (2003) conduziram experimento de longa durag¢ao sob SPD em
Londrina-PR e inferiram que a maior quantidade de carbono imobilizado na biomassa
microbiana sugere que a MO do solo sob SPD fornece niveis mais altos de formas de carbono
mais labil do que sistemas convencionais de cultivo.

Carter e Rennie (1982) estudaram uma cronossequéncia de solos do Canada, formada
por areas manejadas 2, 4, 12 e 16 anos sob SPD e observaram aumento da BMS no solo em
funcio do tempo de adoc¢io do SPD. Matsuoka et al. (2003) detectaram que o CBM e outros
indicadores biolégicos foram sensiveis para indicar alteragdes provocadas pelos sistemas de
manejo do solo em solos do Cerrado brasileiro.

Os resultados de nosso estudo corroboram resultados de diversos autores que avalaram
a CBM em fungiao dos sistemas de manejo do solo BHATTACHARYYA et al.,, 2009; VENZKE
FILHO et al., 2008; BALOTA et al., 1998, 2003; FENG et al., 2003; SIX et al., 2002; CARTER;
RENNIE, 1982).

A palha deixada na superficie do solo no SPD favorece o acimulo de MOS, protege a
superficie do solo e, consequentemente, seus agregados da agao direta dos raios solares e do
vento. Isso auxilia na diminui¢ao da taxa de evaporagdo, o que permite o aumento da infiltracao e
armazenamento de agua no solo e na manutenc¢ao da temperatura da camada mais superficial em
relagao a SPC. Assim, o SPD pode propiciar um microclima favoravel a microbiota do solo em

relagio aos sistemas convencionais de manejo do solo.
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Tabela 19. Efeito da interacio do manejo do solo com a posiciao de amostragem
sobre os teores de carbono da biomassa microbiana (CBM).

Posicio
Manejo i
] Rizosfera Linha Entrelinha

soja (mg kg™')

SPD 530 Ab 890 Aa 320 Ac

SpC 310 Ba 420 Ba 240 Aa
trigo (mg kg!)

SPD 610 Ab 870 Aa 300 Ac

SpC 430 Ba 480 Ba 340 Aa

Letras maidsculas comparam sistemas de cultivo, e letras mintsculas comparam
posicoes de amostragem. (Tukey, p<0,05).
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Figura 19. Carbono da biomassa microbiana de amostras de solo cultivado sob Sistema de plantio direto
(SPD) e sistema de preparo convencional (SPC) amostrados na rizosfera (R), linha (L) e entrelinha (E) na
soja (A) e trigo (B). Letras maidsculas comparam os sistemas de manejo e as letras mindsculas comparam
as posi¢des de amostragem.
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Tabela 20. Coeficientes de correlacio de Spearman entre catbono da biomassa microbiana (CBM) e os
atributos quimicos de um Latossolo Vermelho distroférrico sob sistema de plantio diteto (SPD) e sistema
de preparo convencional (SPC).

CBM COD COT pH MO P S K Ca Mg Al H+Al

Soja
SPD 0,50 0,52 0,70© 0,30 0,33 -0,59*  -0,60 0,63 082" -0,82" -0,26
SPC 0,29 0,15 -0,20  -0,26 0,28 -0,62°  -0,59* -0,51 -0,52 -0,23 -0,24
Trigo
SPD 0,45 0,72 0,91~ 0,86 0,54 -0,36 0,45 0,61*  0,62° -0,50  -0,04
SPC  -0,65° 0,35 -0,03 0,23 0,45 -0,46 0,32 -0,32 -0,03 0,20 0,39

p<0.05; "p<0.01.

4.2.2. Atividade de fosfatases

A atividade das fosfatases acida e alcalina foram superiores no SPD em relagao ao SPC
em ambas as culturas (Tabela 21, Figuras 20 e 21). No SPD foram observados valores superiores
na rizosfera e linha de semeadura e ambos diferentes da entrelinha, em ambas as culturas. No
SPC os valores da atividade de ambas as enzimas nido diferiramem todas as posicoes de
amostragem de solo (Tabela 21), e esses resultados corroboram os resultados do CBM do solo
(Tabela 19).

Solos cultivados com manejos conservacionistas, como preparo reduzido e sistema de
plantio direto, geralmente, apresentam atividades enzimaticas mais altas em relagdo aos manejos
convencionais que realizam o revolvimento da camada aravel do solo com a utiliza¢ao de arados
e grades (ANGERS et al.,, 1993). O revolvimento do solo altera o grau de agrega¢iao do solo e
aumenta a exposicado da MOS ao ataque dos microrganismos. Por outro lado, os sistemas
conservacionistas estimulam a formagao e estabilizagio de agregados que atuam diretamente na
protegdao e manutencao da MO do solo (LOSS et al., 2015). Assim, a agdo de revolvimento do
solo no SPC pode explicar os valores inferiores da atividade das fosfatases em todas as posicoes
de amostragem em relagao ao SPD.

As enzimas atuam como catalisadores nas reagoes de hidrolise do fésforo organico e
desempenham papéis importantes na ciclagem de fésforo, o que inclui a degradagio de
fosfolipidios (MATHEW et al.,, 2012). O fésforo pode ser liberado de compostos organicos no
solo por trés grupos de enzimas, dentre elas as fosfatases, que executam a desfosforilacao das
ligagbes fosfo-éster ou fosfoanidrida na matéria organica, sendo esta a principal atividade devido

a presenca predominante de seus substratos no solo (BEHERA et al, 2014). As enzimas
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microbianas do solo sio bons indicadores da qualidade do solo devido a sua resposta imediata a
mudangas no manejo do solo e facilidade de medigao (WEERASEKARA et al., 2016).

Observamos valores médios de atividade da fosfatase acida de 900 mg kg™ solo.h™ de p-
nitrofenol na rizosfera e linha do SPD da soja em relagio a 367 mg kg solo.h” de p-nitrofenol
nas mesmas posi¢des do SPC da soja (Tabela 21). Os valores também foram médios 450 mg kg
solo.h™ de p-nitrofenol na rizosfera e linha do SPD do trigo em relagio a 301 mg kg solo.h™ de
p-nitrofenol nas mesmas posi¢des do SPC do trigo (Tabela 21 e Figura 20). Esses valores da
atividade da fosfatase acida sao semelhantes aos observados por Mathew et al. (2012), que
avaliaram os efeitos de praticas convencionais de manejo e sistema de plantio direto de longo
prazo na atividade enzimatica do solo. Mathew et al. (2012) concluiram que os sistemas de
preparo do solo influenciaram as comunidades microbianas do solo, sendo que o solo sob SPD
apresentou teores superiores de fosfatases na profundidade de 0—5 cm em relacio ao preparo
convencional.

De modo geral, a maior atividade biolégica do solo situa-se na camada de 0 a 20 cm de
profundidade, devido a deposi¢io e maior acumulacio da MOS do material vegetal sob a
superficie, além do efeito das rafzes. Portanto, a matéria organica e o efeito rizosférico sdao fun¢ao
da cobertura vegetal do solo e tém influéncia direta sobre os microrganismos (RASCHE;
CADISCH, 2013).

A produgao das fosfatases ¢ regulada por modifica¢cbes bioquimicas em nivel celular,
desencadeadas primordialmente pela diminui¢io da absor¢ao de P pelos microrganismos
(RAGHOTHAMA, 1999). Em geral, as atividades das enzimas fosfatase da rizosfera sio mais
fortes que as enzimas fosfatase do solo nao-rizosférico (CHEN; CHEN; WU, 2012). Assim, uma
possivel diminui¢do de fosfato na rizosfera e na linha de semeadura podem ter favorecido maior
secrecao das enzimas fosfatases, observados pelos valores superiores da atividade das enzimas
fosfatases em relagdo a entrelinha de semeadura na cultura da soja.

Bactérias fixadoras de nitrogénio apresentam grande capacidade de produzir fosfatases,
quando em condi¢oes de deficiéncia de P, com objetivo de manter altas concentragdes de P nos
nédulos em virtude da alta necessidade desse nutriente para a fixa¢ao biologica de nitrogénio
(ARAUJO; PLASSARD; DREVON, 2008). A soja possui associacio com bactérias fixadoras de
nitrogénio (referencia FBN), o que pode explicar os valores superiores da atividade das enzimas
observadas na rizosfera e linha da cultura da soja, além de explicar os valores superiores
observados em relacao ao trigo, espécie que também possui associagao com outras bactérias
também capazes de fixar nitrogénio, porém sem formagao de nédulos e com quantidades de N

fixadas muito baixas.
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Tabela 21. Efeito da interacdo do manejo do solo com a posi¢io de amostragem na concentracio das

enzimas fosfatases 4cida e alcalina.

Manejo Posicio Posicio
Rizosfera linha entrelinha | rizosfera linha entrelinha
soja i trigo
Fosfatase acida (mg kg'solo.hora)
SPD 970 Aa 830 Aa 320 Ab 457 Aa 442 Aa 254 Ab
SPC 412 Ba 322 Ba 241 Aa 306 Ba 296 Ba 269 Aa
Fosfatase alcalina (mg kg-'solo.hora)
SPD 435 Aa 390 Aa 48 Ab 202 Aa 193 Aa 68 Ab
SPC 46 Ba 72 Ba 44 Aa 47 Ba 66 Ba 74 Aa

Teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas comparam sistemas de cultivo, enquanto as letras
mindsculas comparam as posi¢oes de amostragem.
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Figura 20. Fosfatase acida de amostras de solo cultivado sob Sistema de Plantio direto (SPD) e Sistema
de preparo convencional (SPC) amostrados na rizosfera (R), linha (L) e entrelinha (E) na soja (A) e trigo
(B). Teste de Tukey (p<0,05). Letras maitasculas comparam os sistemas de manejo, enquanto letras
mindsculas comparam as posi¢oes de amostragem.



72

500 - \ -
Soja Trigo

450 - Aa

N w w B
)] o a o
o o o o
1 1 1 1

&Aa

N

o

o
1

PNF (mg kg'solo.hora)

B e

o o

S O
! !

Ba Ab Ba Aa

’A_b‘ ’B_a‘ﬂ 9 H ﬁHF

R L E R L E R L E R L E

SPD SPC ) SPD SPC
Manejos

n
o
1

o

Figura 21. Fosfatase alcalina de amostras de solo cultivado sob Sistema de Plantio direto (SPD) e Sistema
de preparo convencional (SPC) amostrados na rizosfera (R), linha (L) e entrelinha (E) na soja (A) e trigo
(B). Teste de Tukey (p<0.05). Letras maitsculas comparam os sistemas de manejo e as letras minusculas
comparam as posi¢oes de amostragem.

4.2.3. Quantificagao de bactérias e fungos por PCR em tempo real — qPCR

O dominio Bacteria do solo nao rizosférico (NR) e da rizosfera (R) foram quantificados
por meio do numero de copias das regides ITS1 e 5.8S especificas para este grupo em cada grama
de solo. O tamanho do fragmento amplificado foi de 300 bp com uma eficiéncia de 102% com
R2 de 0.99. Esta determinagao resultou nos seguintes valores de copias de bactérias nas amostras
de solo cultivado com soja: 10" (cem bilhdes) na rizosfera e 9.10" (noventa bilhdes) no solo nio
tizosférico sob SPD, 5.10"(cinquenta bilhdes) na rizosfera e 4.10" (quarenta bilhdes) no solo nio
rizostérico sob SPC (Figura 23). Para as amostras de solo cultivado com trigo os valores de
nimero de cépias de bactérias obtidos foram: 2.10" (vinte bilhdes) na rizosfera e no solo nio
tizosférico sob SPD e 10" (dez bilh&es) na rizosfera e 9.10° (nove bilhes) no solo nio rizosférico
sob SPC (Figura 24).

Os Fungos do solo nao rizosférico (NR) e da rizostera (R) foram quantificados por
meio do nimero de copias das regides P1 (534) e P2 (341), especificas para este grupo em cada

grama de solo. O tamanho do fragmento amplificado foi de 193 bp com eficiéncia de 93% com
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R’ de 0.99. Esta determinacio resultou nos seguintes valores de cépias de fungos nas amostras de
solo cultivado com soja: 2.10% (duzentos milhdes) na rizosfera e 10° (cem milhdes) no solo sob
SPD, 2.10° (duzentos milhdes) na rizosfera e solo sob SPC (Figura 23). Para as amostras de solo
cultivado com trigo os valores de niimero de cépias de fungos obtidos foram: 2.10° (duzentos
milh&es) na rizosfera e 10° (cem milhdes) no solo sob SPD e 9.10” (90 milhdes) na rizosfera e
9.10” (nove bilhdes) no solo sob SPC (Figura 24).

O solo é um dos ambientes mais densamente colonizados por microrganismos, com
estimativa que existam 109 células microbianas por grama de solo (TORSVIK et al., 2007).
Houve em nosso estudo predominio do nimero de copias de bactérias em relagdo aos fungos,
com valores superiores no SPD em relagao ao SPC em ambas as culturas (Figuras 23 e 24).

A comunidade bacteriana do solo ¢é responsavel por 25 a 30% da biomassa total ¢ atua
ativamente na decomposicio da matéria organica e ciclagem de nutrientes por meio de
transformagoes bioquimicas especificas (MADIGAN et al., 2010). As bactérias do solo estio
sujeitas a flutuagGes sazonais consideraveis nas condigdes ambientais, como temperatura, teor de
agua e disponibilidade de nutrientes (TORSVIK; @VREAS, 2002).

No SPD a semeadura é realizada sob os residuos da cultura antetior com mobilizagao
do solo apenas na linha de semeadura, o que promove um microclima favoravel as comunidades
microbianas, com manuten¢ao dos macroagregados do solo, que sao o habitat principal dos
microrganismos (HUNGRIA, 2000) além da riqueza de nichos ecolégicos e heterogeneidade das
fontes de carbono (GRAYSTON et al,, 2001). Ao contrario, as operagoes de aragdao e gradagem
realizadas no SPC promovem intensa aeragdo e oscilacio térmica e hidrica no solo que
ocasionam alteragdes na biomassa microbiana do solo (DICK, 1992), as quais podem favorecer a
diminui¢ao da comunidade bacteriana no SPC, como observado neste estudo.

Diferentes praticas agricolas afetam negativamente as comunidades biolégicas do solo
devido a perturbagdo induzida por fertilizantes quimicos (BLANCHET et al, 2016;
GEISSELER; SCOW, 2014; ZHAO et al,, 2014; JANGID et al., 2008) controle de pragas
(BERTRAND et al., 2015) e preparo do solo (POWLSON et al., 2011).

Experimentos de longa duracio sio necessarios para definir atributos estaveis que
podem auxiliar a sustentabilidade agticola, bem como para avaliacao criteriosa do efeito dos
manejos do solo (Pereira et al., 2007). Mudangas nas comunidades microbianas do solo siao
frequentemente e fortemente correlacionadas com as diferengas nos atributos quimicos do solo
(ROUSK et al,, 2010). A composicao e a diversidade, em alguns casos, das comunidades

bacterianas do solo estio frequentemente correlacionadas com o pH do solo (FIERER;

BRADFORD; JACKSON, 2007; LAUBER et al., 2009). Os valores de pH do solo sob SPC do



74

nosso estudo levemente mais baixos (meio mais acido) em comparagdo ao SPD nas trés posicdes
de amostragem (Tabela 8), o que pode ter influenciado a diferenca de abundancia das
comunidades de fungos e bactérias, em relagao ao SPD.

Em geral, houve maior abundancia de bactérias e fungos na rizosfera em relagao ao solo
nao rizosférico (Figuras 22 e 23). A microbiota do solo, devido a seu carater oligotréfico, é pobre
em compostos organicos energéticos para nutricao das plantas. Porém, secreta até 40% dos seus
fotossintatos na rizosfera, o que eleva a densidade microbiana na rizosfera em relacdo ao solo
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016). A comunidade microbiana presente na rizosfera ¢
estruturada diferentemente da encontrada no solo, e essa diferenca ¢ motivada por dois tipos de
selecao: (i) a presenca de exsudatos radiculares que propicia alta disponibilidade de nutrientes; e
(i) o aumento da biomassa microbiana, que altera as condi¢Ges ambientais na rizosfera
(ANDREOTE; GUMIERE; DURRER, 2014). Cattelan et al. (1997) e Lynch (1984) destacaram
que a rizosfera estimula diferentemente os microrganismos do solo, principalmente em fung¢ao da
espécie vegetal. Nas espécies leguminosas, como a soja, o estimulo é mais acentuado devido a
baixa relacio C/N e predominio da comunidade bactetiana, enquanto nas gramineas, como o
trigo, a influéncia da rizosfera é maior devido ao abundante sistema radicular que ¢

constantemente renovado.
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Figura 22. Numero de copias do gene 16S rRNA de Bactéria e Fungo de amostras de solo cultivado sob
Sistema de Plantio Direto (SPD) e Sistema de Preparo Convencional (SPC) amostrados na rizosfera (R) e
nao rizosfera (NR) da soja. Letras maitsculas comparam os sistemas de manejo, enquanto letras
minusculas comparam as posi¢cdes de amostragem.
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Houve semelhante abundancia do nimero de cépias de fungos da ordem de milhoes de
copias de células fungicas, em ambos os sistemas de manejo (Figuras 23 e 24). Na cultura do
trigo, no SPD, a abundancia de fungos na rizosfera foi maior do que no solo (Figura 23). Hussain
et al. (2011) estudaram a dinamica temporal de comunidades oxidantes de amoénia e
desnitrificantes na rizosfera do arroz e encontraram abundancia de fungos na rizosfera de arroz
na ordem e 10* a 10° por grama de solo.

Wang et al. (2010) observaram que o SPD favoreceu a populacio de fungos do solo,
com maiores indices de riqueza e diversidade e numero total de espécies em relacio aos sistemas
de preparo convencionais com aracdo, além de evidenciarem que a rotagao de culturas de trigo
com soja em relacao ao trigo com milho afetou a abundancia relativa da comunidade fungica.

Shukla et al. (2012) estudaram o efeito de concentracoes de fésforo no solo no
crescimento e colonizag¢ao de fungos micorrizicos arbusculares e concluiram que houve redugao
na colonizacio de plantas por fungos micorrizicos nas doses mais altas (50 e 100 pug g ') de
tésforo disponivel no solo, e esta diminui¢ao foi maior em espécies nao fixadoras de nitrogénio
em relagdo as espécies fixadoras de nitrogénio. Em nosso estudo, observamos abundancia de
fungos semelhante entre as culturas de soja e trigo no SPD, porém no SPC a abundancia de
fungos na cultura do trigo foi menor do que na soja. Assim, podemos inferir que os teores de P
disponiveis (média de 364 mg dm”) na rizosfera e linha de semeadura podem ter influenciado a

colonizagao de fungos no SPC.
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Figura 23. Nimero de copias do gene 16S rRNA de bactérias (A) e fungos (B) de amostras de solo
cultivado sob Sistema de Plantio direto (SPD) e Sistema de preparo convencional (SPC) amostrados na
rizosfera (R) e ndo rizosfera (NR) do trigo.
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Em relagao a analise de redundancia canonica (RDA) entre as variaveis bioldgicas e
ambientais do solo sob SPD e SPC cultivado com soja (Figura 24), as variaveis ambientais que se
relacionaram com as variaveis biolégicas foram teores de potassio (K), aluminio (Al), matéria
organica (MO) e carbono organico dissolvido (COD) (p<0,05). As variaveis ambientais
explicaram 69,8% da variabilidade dos dados, sendo 77,9 % explicada pelo eixo 1 e 15,3 %
explicada pelo eixo 2. Pelo teste de Monte-Catlo, o primeiro eixo foi significativo (p<0,05), assim
como a soma de todos os eixos canonicos (p<0,05), o que indica que as variaveis ambientais (K,
Al, M.O e COD) tiveram influéncia significativa na distribuicdo das variaveis biolégicas do solo
cultivado com soja. Contudo, ¢ importante destacar que a MO e K foram os fatores que
contribuiram para separagao entre os tratamentos (SPD e SPC) pela CP1 (Figura 24). A MO teve
interagdo com a atividade das enzimas fosfatases acida e alcalina, carbono da biomassa
microbiana (CBM) e abundancia de fungos. Contudo, a area com SPC teve maior relagio com a

abundancia de bactéria (Figura 24).
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Figura 24. Anilise de redundancia canénica (RDA) entre as variaveis bioldgicas e ambientais do solo sob
sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC) cultivado com soja.

A relagao da MO com as variaveis biolégicas no SPD era esperada, pois o crescimento e
a atividade dos microrganismos do solo sao limitados principalmente pela disponibilidade de
carbono (DEMOLING; FIGUEROA; BAATH, 2007). Observa-se, portanto, que o SPD de
longa duracao protege a MO da acdo dos processos microbianos por meio do minimo
revolvimento do solo, o que favoreceu a relacio da MO com as variaveis biologicas do solo.

Variagoes na abundancia e diversidade microbiana podem ocorrer entre as estagdes do
ano, que estao relacionadas em geral com o regime hidrico, clima da regiao, manejo do solo, teor
e qualidade dos residuos vegetais. Assim, em cada estagao podem ocorrer diferentes comunidades

microbianas com abundancias diferentes entre as espécies (STRES; TIEDJE, 2006). A época de



77

amostragem pode ter favorecido a abundancia de bactérias uma vez que as amostras foram
coletadas apods periodo intenso de chuvas do meés de janeiro de 2018. Isso ocorre porque as
bactérias necessitam de 4gua no solo para se desenvolverem mais do que a fungos (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Dessa forma, a comunidade bacteriana encontrou condi¢oes adequadas para
seu desenvolvimento.

Na Analise de redundancia canonica (RDA) entre as variaveis do solo sob SPD e SPC
cultivado com trigo (Figura 25), as ambientais que se relacionaram com as variaveis bioldgicas
foram pH, M.O e K. As variaveis ambientais explicaram 67 % da variabilidade dados, sendo 81,9
% explicada pelo eixo 1 e 16,6 % explicada pelo eixo 2. Pelo teste de Monte-Carlo, o primeiro
eixo foi significativo (p< 0,05), assim como a soma de todos os eixos canonicos (p<0,05), o que
indicando que as variaveis ambientais (pH, M.O e K) tiveram influéncia significativa na
distribuicdo das variaveis biolégicas do solo cultivado com trigo. De forma semelhante ao
observado em soja, a MO foi o principal fator para a separa¢ao dos tratamentos pela CP1 (Figura
25). Contudo, ao contrario do observado na soja, tanto fungos quanto bactérias tiveram maior
relagao com o SPD na cultura do trigo.

O teor de MO do solo pode indicar o grau de fertilidade do solo e a abundancia de
microrganismos, isto ¢é, tanto o aumento como a redu¢ao no teor de MO do solo podem
prejudicar a sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos, expressas por mudangas positivas
ou negativas das propriedades agricolas principalmente em funcio do manejo utilizado
(MENDES; REIS JUNIOR, 2010).

O SPD ¢ uma pratica conservacionista do solo cuja premissa ¢ reduzir as perdas de
matéria organica. As propriedades microbianas respondem mais rapidamente as mudangas
provocadas pelo preparo do solo e pela sucessio de culturas em relagao aos teores totais de C e
N do solo (BALOTA et al, 1998, MATSUOKA; MENDES; LOUREIRO, 2003), pois o
carbono organico do solo é o principal substrato de alimenta¢ao das comunidades microbianas
do solo (POWLSON et al.,, 2011). Assim, podemos inferir que a matéria organica do solo sob
SPD auxiliou a sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos na cultura do trigo, que foi
observado pela correlagio entre as variaveis biologicas e ambientais no SPD no eixo da

componente principal, em relagio ao SPC (Figura 25).
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Figura 25. Analise de redundancia canonica (RDA) entre as variaveis biolégicas e ambientais do solo sob
sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo convencional (SPC) cultivado com trigo.

4.2.4. Estrutura de comunidades de bactérias e fungos por T-RFLP

A analise estatistica ndo-paramétrica de escalonamento multimensional (NMDS) e
analise de similaridade (ANOSIM) com base nas unidades taxondmicas operacionais - UTOs do
T-RFLP para os dominios Bactéria e Fungo evidenciaram a separacao entre os sistemas de
manejo do solo (p<0,01) para a cultura da soja (Figura 26 a e b), apesar das sobreposi¢cdes
observadas (R<50) (Tabela 22). Os valores de stress entre 0,05 e 0,1 indicaram boa precisio do
ajuste da ordenacdo dos dados, isto ¢, os valores do estress confirmaram a confiabilidade dos
dados em separar os sistemas de manejo do solo pelos dados do T-RFLP do dominio Bacteria
para a cultura da soja.

De acordo com padrio estrutural mais homogéneo das UTOs observadas no SPD
(Figura 26 a e b), pode-se inferir que o SPD favoreceu um ambiente mais estavel aos
microrganismos, ao contrario do observado no SPC, cujo padrao estrutural das UTOs foi mais
disperso (Figura 26 a e b). Sistemas de manejo em que a comunidade microbiana do solo é pouco
perturbada apresentam grande estabilidade, o que contribui para maior sustentabilidade
(FERREIRA; WENDLAND; DIDONET, 2011) e, consequentemente, elevada resiliéncia.

As praticas agricolas favorecem a redugdo da resiliéncia do solo pois sio frequentemente
correlacionadas com mudangas na estrutura das comunidades microbianas associadas as plantas.
As praticas agricolas promovem mudangas fisicas e quimicas na matriz do solo, o que influencia a

maneira pela qual as plantas exercem a sele¢io de seu microbioma (ANDREOTE; GUMIERE;



79

DURRER, 2014), o que pode ter ocorrido neste estudo no SPC, cujo padrio estrutural das
comunidades foi mais variado, quando comparado ao SPD (Figura 26 a e b).

A acumulagio e, ou, diminui¢ao de C e N organico ¢ mais dinamica nos solos arenosos,
comparativamente aos mais argilosos, provavelmente pela maior capacidade de oxigenagao e
menor aporte de residuos devido ao seu baixo potencial produtivo, o que lhe confere menor
resiliéncia (Rheinheimer et al. 1998). O SPD pode conferir maior resiliéncia aos solos,
principalmente os arenosos, mas também aos argilosos, como foi observado em nosso estudo
conduzido com amostras de solo cultivado sob SPD ha 36 anos, como com padrio estrutural
mais homogéneo das UTOs observadas para acultura da soja (Figura 26 a e b).

A analise estatistica nao-paramétrica de escalonamento multimensional (NMDS) e
analise de similaridade (ANOSIM) com base nas UTOs do T-RFLP para os dominios bactéria e
fungo niao evidenciam a separagao entre os sistemas de manejo do solo (p<<0,01) para a cultura

do trigo (Tabela 22 e Figura 26 c e d).

Tabela 22. Valores de R da analise de similaridade (ANOSIM).

Cultura Bactéria Fungo
Soja 0,42* 0,43"
Trigo 0,088 NS 0,79 N8

“p= 0,01; NS ndo significativo.
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Figura 26. Teste nao-paramétrico de escalonamento multimensional (NMDS) das UTOs Bactéria soja
(A), fungo soja (B), Bactéria trigo (C) e fungo trigo (D) presentes no solo sob sistema de plantio direto
(SPD) e sistema de preparo convencional (SPC).
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Na analise de redundancia candnica (dbRDA) entre as varidveis ambientais e a
abundancia do dominio Bactéria (TRFL-P) do solo sob SPD e SPC cultivado com soja, os eixos
canobnicos explicam 46 % da variancia, sendo que o primeiro eixo candnico explicou 48 % deste
total e o segundo eixo 19.9 %. Pelo teste de Monte-Carlo, o primeiro eixo foi significativo (p<
0,05), assim como a soma de todos os eixos canodnicos (p<0,05) (Figura 27). As variaveis
ambientais que favoreceram a separagdao entre SPD e SPC pela CP1 foram os teores de P (A =
0,08 p<0,05) e K (A = 0,16 p<0,05), e o teor de P teve correlagio com o SPD e o teor de K
correlacio com o SPC.

O solo é um ambiente oligotréfico, isto é, com baixa disponibilidade de nutrientes, e
apresenta zonas que possuem uma clevada atividade bioldgica devido a presenca de fontes
nutricionais biodisponiveis (MOREIRA; SIQUEIRA 2009). A biota do solo desempenha papel
importante na redugiao das perdas de nutrientes pela imobiliza¢do temporaria de nutrientes na
biomassa. Além disso, comunidades bioldgicas especificas melhoram a absor¢ao de nutrientes das
plantas, como os fungos micorrizicos arbusculares (BLANCHET et al., 2016). As células
microbianas sio predominantemente compostas de C e N, mas também necessitam de fésforo
(P) e enxofre (S), para fungao estrutural. Esses elementos sao utilizados pela biomassa microbiana
do conteudo biodisponivel no solo (KERTESZ; FROSSARD, 2015), como observado neste
estudo pela relagio entre os nutrientes e os sistemas de manejo do solo.

Na anilise de redundancia candnica (dbRDA) entre as variaveis ambientais ¢ a
abundancia do dominio Bacteria (TRFL-P) do solo sob SPD e SPC cultivado com trigo, no teste
de Monte-Carlo niao foi observado diferenca significativa entre as varidveis ambientais para
separar os sistemas de manejo do solo, o primeiro eixo candnico nao foi significativo (p =
0,1760), efeito semelhante foi observado nas analises de dbRDA com os dados de fungo (T-
RFLP) para ambas as culturas (soja e trigo) em que o teste de Monte-Carlo também nao mostrou

diferenca significativa entre as variaveis ambientais para separar os sistemas de manejo do solo.
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Figura 27. Analise de redundancia canénica (dbRDA) entre as varidveis ambientais e a abundancia do
dominio Bactéria (TRFL-P) do solo sob sistema de plantio direto (SPD) e sistema de preparo

convencional (SPC) cultivado com soja.
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5. CONCLUSOES

- Teores de P foram superiores no SPD em relagao ao SPC, independentemente dos
extartores.

- Houve predominio da forma monovalente (H,PO,) na solu¢iao do solo em todos os
tratamentos.

- O fésforo esteve ligado predominantemente a Al amorfo, gibbsita, goethita, hematita e
acido fitico.

- As fragdes de P na rizosfera e na linha de semeadura foram, em geral, semelhantes e
supetiores as fracdes de P na entrelinha de semeadura, devido ao efeito rizosférico e/ou do
processo de amostragem do solo.

- Nao houve variacao entre a distribuicao das formas P labil, moderadamente labil e nao
labil entre todos os tratamentos.

- Os teores de carbono da biomassa microbiana do solo foram maiores no SPD, sendo
superiores na linha de semeadura, em relagio a rizosfera, em ambas as culturas.

- As atividades das fosfatases acida e alcalina foram maiores no SPD, com teores
semelhantes na rizosfera e na linha de semeadura, e maiores do que na entrelinha devido a
proximidade do sistema radicular.

- O predominio da abundancia de bactérias em relagao aos fungos nos dois sistemas de
manejo do solo pode estar relacionado ao ambiente quimico do solo mais favoravel ao dominio
Bactéria.

- O teor de matéria organica do solo foi o principal fator que contribuiu para distingao
entre os manejos do solo, o que pode ter proporciado ambiente mais estavel a microbiota do solo

da cultura da soja.
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