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RESUMO

Diversificacdo de sistemas de cultivo sob plantio direto e bioindicadores de qualidade do

solo nas regides Centro-Oeste e Sul do Brasil

Um grande desafio enfrentado pela humanidade hoje é aumentar a producio agticola
e, 20 mesmo tempo, minimizar seus impactos ambientais. A agricultura conservacionista,
baseada nos principios de revolvimento minimo e cobertura permanente do solo, junto com a
diversificagdo de culturas, ¢ um modelo promissor de intensificacdo ecolégica. No Brasil, tais
principios sdo colocados em pratica desde os anos 1970 através do sistema plantio direto
(SPD), atualmente adotado na maior parte das areas de cultivo do pafs. Estudos mostram que
a adog¢do de praticas conservacionistas melhora os atributos microbiolégicos do solo, cuja
qualidade é fundamental para se elevar a produtividade dos cultivos e a eficiéncia no uso de
agua e insumos. Entretanto, a ado¢do parcial do SPD ¢é usual, deixando-se de lado a
diversificagdo de culturas. Assim, esta pesquisa tem como objetivo avaliar os efeitos da
diversificacdo de sistemas de cultivo sob plantio direto nas regides Centro-Oeste e Sul do Brasil
sobre alguns atributos microbiolégicos propostos como bioindicadores de qualidade do solo:
carbono da biomassa microbiana (CBM), atividade enzimatica (3-glicosidase, fosfatase 4cida e
arilsulfatase) e estrutura da comunidade microbiana por T-RFLP. Amostras de solo foram
coletadas nas profundidades de 0 - 10 cm, 10 - 20 cm e 20 - 40 cm, na fase de pds-colheita, em
experimentos de média duracio localizados em Itiquira - MT e Ponta Grossa - PR comparando
diferentes sistemas de cultivo de graos sob plantio direto denominados agrossistema regional
(TIN3) e intensificagdo ecoldgica (T3N3), este dltimo com maior diversidade de espécies
vegetais. Em Itiquira - MT, também foram avaliados tratamentos de um experimento de média
duracdo em area adjacente com monoculturas de soja sob plantio direto (RCS T1) e preparo
convencional (RCS T8), assim como uma area proxima sob vegetacdo nativa (MATA). Além
disso, em Ponta Grossa - PR, avaliaram-se tratamentos correspondentes sem adubagio
nitrogenada em cobertura no milho (T1IN1 e T3N1). No experimento de Itiquira - MT,
considerando a camada de 0 - 10 cm, a atividade da $-glicosidase foi maior no tratamento
T3N3; a atividade da fosfatase dcida foi maior na area MATA, seguida por T3N3; a atividade
da arilsulfatase foi mais elevada nos tratamentos T3N3 e T1IN3. O CBM, considerando os
valores médios das profundidades amostradas, foi maior na area MATA e no tratamento
T1N3. Pela analise de T-RFLP da camada 0 - 10 cm, o tratamento T3N3 apresentou uma
estruturacio diferenciada das comunidades bacteriana e fingica do solo em relagio ao T1IN3.
Em Ponta Grossa - PR, a atividade média da $-glicosidase foi superior no tratamento T3NT1,
o qual apresentou, pela analise de T-RFLP da camada 0 - 10 cm, uma diferenciagio na estrutura
das comunidades bacteriana e fungica do solo em relacdo ao T1N1. Conclui-se que, em Itiquira
- MT, a diversificacdo de culturas promove aumento nas atividades de B-glicosidase, fosfatase
acida e arilsulfatase na camada 0 - 10 cm, bem como uma diferenciacio na estrutura da
comunidade microbiana nessa camada. Em Ponta Grossa - PR, pode-se concluir que a
diversificacdo de culturas, sem a adubac¢io nitrogenada em cobertura no milho, promove
aumento na atividade da B-glicosidase na média das profundidades amostradas, assim como
uma estruturacio diferenciada da comunidade microbiana na camada 0 - 10 cm.

Palavras-chave: Agricultura conservacionista; Rotacdo de culturas; Plantas de cobertura;
Indicadores microbiolégicos; Saude do solo



ABSTRACT

Diversification of cropping systems under no-tillage and bioindicators of soil quality at the

Midwest and South regions of Brazil

A major challenge facing mankind today is to increase agricultural production and, at
the same time, minimize its environmental impacts. Conservation agriculture, based on the
principles of minimum tillage and permanent soil cover, along with crop diversification, is a
promising model of ecological intensification. In Brazil, such principles are put into practice
since the 1970s through the no-tillage system (N'T), currently adopted in most of the country's
cropping areas. Studies show that the adoption of conservation practices improves the
microbiological attributes of the soil, whose quality is key to raising crop productivity and use
efficiency of water and inputs. However, the partial adoption of NT is usual, leaving aside crop
diversification. Thus, this research aims to evaluate the effects of the diversification of
cropping systems under no-tillage at the Midwest and South regions of Brazil on some
microbiological attributes proposed as bioindicators of soil quality: microbial biomass carbon
(MBC), enzymatic activity (3-glucosidase, acid phosphatase and arylsulfatase) and microbial
community structure by T-RFLP. Soil samples were collected from 0 - 10 cm, 10 - 20 cm and
20 - 40 cm depths, at post-harvest stage, in mid-term experiments located at Itiquira - MT and
Ponta Grossa - PR comparing different grain cropping systems under no-tillage called farmer
practice (T1N3) and ecological intensification (T3N3), the latter with greater plant species
diversity. At Itiquira - MT, treatments of a mid-term experiment on adjacent area with soybean
monocultures under no-tillage (RCS T1) and conventional tillage (RCS T8), as well as a nearby
area under native vegetation (MATA), were also evaluated. Moreover, at Ponta Grossa - PR,
corresponding treatments without nitrogen topdressing in maize (TIN1 and T3N1) were
evaluated. In the Itiquira - MT experiment, considering the 0 - 10 cm layer, 3 - glucosidase
activity was higher in T3N3 treatment; acid phosphatase activity was higher in MATA area,
followed by T3N3; arylsulfatase activity was higher in T3N3 and T1N3 treatments. The MBC,
considering the average values of the sampled depths, was higher in MATA area and T1N3
treatment. By the T-RFLP analysis of the 0 - 10 cm layer, T3N3 treatment presented a
differentiated structuring of soil bacterial and fungal communities in relation to TIN3. In
Ponta Grossa - PR, the average B-glucosidase activity was superior in T3N1 treatment, which
presented, in the T-RFLP analysis of the 0 - 10 cm layer, a differentiation in the structure of
soil bacterial and fungal communities in relation to TIN1. It is concluded that, at Itiquira -
MT, crop diversification promotes increased activities of 3-glucosidase, acid phosphatase and
arylsulfatase in the 0 - 10 cm layer, as well as a differentiation in the structure of the microbial
community in this layer. At Ponta Grossa - PR, it can be concluded that crop diversification,
without the nitrogen topdressing in maize, promotes an increase in the 3-glucosidase activity
in the average of the sampled depths, as well as a differentiated structuring of the microbial
community in the 0 - 10 cm layer.

Keywords: Conservation agriculture; Crop rotation; Cover crops; Microbiological indicators;
Soil health
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1. INTRODUCAO

Um dos principais desafios enfrentados pela humanidade nos dias atuais é aumentar a produgio
de alimentos, fibras e energia para atender a crescente demanda mundial e, a0 mesmo tempo, reduzir os
impactos ambientais causados pela agricultura, em um cenario de incertezas econOmicas e mudangas
climaticas globais. A dissemina¢do da agricultura conservacionista, baseada nos principios de (1)
revolvimento minimo do solo, (2) cobertura permanente do solo com biomassa vegetal e (3) diversificagao
do sistema de cultivo, tem sido apresentada como um dos caminhos mais promissores frente a esse desafio
de promover uma intensificagdo ecoldgica da produgao agricola (BOMMARCO; KLEIJN; POTTS, 2013;
SCOPEL et al., 2013; PITTELKOW et al., 2015).

No Brasil, os principios da agricultura conservacionista sio colocados em pratica desde a década
de 1970 por meio do sistema plantio direto (SPD), hoje adotado em mais de 50% da area de graos do pais
(DE FREITAS; LANDERS, 2014). Diversos estudos realizados em diferentes partes do mundo
demonstram que a adogdo de praticas conservacionistas promove efeitos positivos em atributos
microbiolégicos do solo, alguns dos quais tém sido propostos como bioindicadores de qualidade do solo
(CARDOSO et al., 2013; BALOTA et al., 2014; HENNERON et al., 2014; MENDES, 2016; ZUBER;
VILLAMIL, 2016; LOPES et al.,, 2018; NUNES et al., 2018). A comunidade microbiana desempenha
fung¢oes de extrema importancia no solo (ex.: formagao e estabilizacdo de agregados, ciclagem e mobilizacdo
de nutrientes) e, por isso, ¢ um componente fundamental para se atingir o necessario aumento de
produtividade nos sistemas de produ¢io com maior eficiéncia no uso de dgua e insumos, ou seja, para que
o agricultor possa produzir com melhor rendimento (BENDER; WAGG; VAN DER HEIJDEN, 2016).

Uma questao preocupante ¢ que o SPD tem sido adotado apenas de forma parcial em grande
patte dos casos, sendo a diversificacdo do sistema de cultivo, por meio da rotagdo e/ou consorciagio de
culturas, assim como o uso de plantas de cobertura, a pratica menos adotada nas principais regides
produtoras de grios do pais (DEBIASI et al., 2015; GARCIA, 2016). Em vista disso, esta pesquisa tem
como objetivo avaliar os efeitos da diversificacio de sistemas de cultivo sob plantio direto sobre indicadores
microbiolégicos de qualidade do solo em experimentos de média duragdo nas regides Centro-Oeste e Sul
do Brasil, sob condi¢oes de clima tropical e subtropical. Mais especificamente, este projeto busca avaliar o
efeito da diversificagdo de culturas sobre a microbiota do solo por meio de métodos independentes de
cultivo, quais sejam: o carbono da biomassa microbiana, as atividades das enzimas 3-glicosidase, fosfatase
acida e arilsulfatase e a estrutura das comunidades bacteriana e fungica do solo pela técnica de fingerprinting
denominada T-RFLP.

Espera-se que os tratamentos sob intensificagio ecoldgica, ou seja, com maior diversidade de
culturas no SPD, apresentem melhoria nos atributos microbiolégicos do solo, evidenciada pelo aumento no
teor de carbono da biomassa microbiana e na atividade enzimatica, além de uma diferenciacio na estrutura

de sua comunidade microbiana. Consequentemente, esse melhor funcionamento biolégico do solo podera
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levar a uma diminuigio na resposta do milho a adubagao nitrogenada, reduzindo assim a necessidade de
aplicagio de elevadas doses de nitrogénio para a obtencdo de altas produtividades. Estes resultados sio
esperados de acordo com a literatura consultada, que aponta a ocorréncia de valores mais elevados de
biomassa, atividade e diversidade microbiana em sistemas que possuem maior diversidade de culturas em
rotacdo. Isso ocorre, entre outros fatores, devido ao maior aporte de matéria organica pelo conjunto de
plantas cultivadas no sistema, associado a maior diversidade de fontes de carbono organico disponibilizadas

a biota do solo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Principios da agricultura conservacionista

Nos primordios da agricultura, praticava-se o minimo revolvimento de solo. Os incas e os antigos
egipcios, assim como a maiotia das sociedades ditas primitivas em todo o mundo, praticavam uma espécie
de “plantio direto” usando pedacos de madeira para fazer um buraco no solo, colocando as sementes com
as mios e cobrindo o buraco com os pés. No entanto, hd aproximadamente 6.000 anos, agricultores ja
utilizavam arados de tracdo animal para expandir suas colheitas na Europa e na China. Mas foi somente nos
séculos XVIII e XIX que o arado se tornou uma ferramenta cada vez mais sofisticada e, devido a sua eficacia
no controle de plantas daninhas e ao posterior surgimento dos tratores, seu uso foi amplamente difundido
nas poténcias europeias e, em seguida, nas colonias ao redor do mundo. Demorou décadas para se descobrir
que a mesma ferramenta que trouxe relativa abundancia de alimentos para a Europa provocaria erosio e
degradacdo do solo em outras regides, principalmente naquelas de clima mais quente (DERPSCH, 2004).

Na agricultura moderna, o cultivo sem o preparo mecanico do solo foi possivel somente a partir
do final da década de 1940 com o surgimento dos primeiros herbicidas, os quais possibilitaram a realizacdo
do controle quimico de plantas daninhas em substituicdo ao controle efetuado pelo revolvimento do solo
(TOLIVER et al., 2012). Estudos sobre preparo de solo conservacionista comecaram nos Estados Unidos
na década de 1930 em resposta a graves eventos de erosao edlica conhecidos como Dust Bow/, no entanto,
essas pesquisas se intensificaram somente a partir dos anos 1960, quando o plantio direto (ro-fillage) era
adotado por agricultores pioneiros no estado do Kentucky (DERPSCH, 2004).

Apbs relevante contribuicio de outros pafses como o Brasil, desenvolveu-se o conceito de
agricultura conservacionista, o qual consiste em sistemas de produgio agricola que aplicam uma combinacio
de trés principios: (1) minimizar o revolvimento do solo, (2) manter o solo sempre coberto por plantas ou
residuos vegetais e (3) diversificar o sistema de cultivo através da rotagdo e/ou consorciacio de culturas,
incluindo o uso de plantas de cobertura (SCOPEL et al., 2013; HENNERON et al., 2014; LAL, 2015; FAO,
2019). Esse conceito se espalhou pelo mundo e, na safra 2015/2016, era adotado em 78 paises em uma drea
de 180 milh&es de hectares (KASSAM; FRIEDRICH; DERPSCH, 2019).

No Brasil, os principios da agricultura conservacionista tém sido colocados em pratica por meio
do sistema plantio direto (SPD), originado na regiao Sul do pais no inicio da década de 1970, especificamente
nos estados do Rio Grande do Sul e Parana, devido a ocorréncia de severas perdas de solo por erosio hidrica
e adotado de forma exponencial em diferentes regides a partir dos anos 1990, com destaque para a regiao
Centro-Oeste (Figura 1) (CASAO JUNIOR; ARAUJO; FUENTES LLANILLO, 2012; DE FREITAS;
LANDERS, 2014; MENDES, 2016). As praticas conservacionistas inicialmente desenvolvidas para as
condicbes de clima subtropical da regido Sul do Brasil foram rapidamente adaptadas para o clima tropical

do bioma Cerrado, favorecendo o processo de expansao da fronteira agricola nessa regiao (DE FREITAS;
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LANDERS, 2014). Na safra 2015/2016, a produ¢iao brasileita de grdos ocupava uma édrea de
aproximadamente 58,3 milhdes de hectares, sendo mais de 50% dessa area (32 milhSes de hectares) dedicada
ao SPD (CONAB, 2016; KASSAM; FRIEDRICH; DERPSCH, 2019). Na saftra atual, a producio de grios
ocupa uma area superior a 63 milhSes de hectares, concentrada em duas culturas, soja e milho, que

correspondem a cerca de 84% da drea total de grios semeada no pafs (CONAB, 2019).

Milhdes de hectares
!‘:
|
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Ano (1972/197322011/2012)

Figura 1. Evoluc¢io do SPD no Brasil (DE FREITAS; LANDERS, 2014).

De acordo com descri¢ido apresentada no Plano ABC (BRASIL, 2012, p. 100-101)
O Sistema Plantio Direto (SPD) consiste em um complexo de processos tecnolégicos
destinados a explorac¢do de sistemas agricolas produtivos, compreendendo a mobilizacio
de solo apenas na linha ou cova de semeadura, manutengio permanente da cobertura do
solo, diversificacao de espécies e minimizagao ou supressdo do intervalo de tempo entre
colheita e semeadura. Esse sistema deve estar associado a agricultura conservacionista de
forma a contribuir para conservacio do solo e da agua, aumento da eficiéncia da
adubagcio, incremento do contetdo de matéria organica do solo, aumento na relacdo
beneficio/custo, redugio do consumo de energia f6ssil € do uso de defensivos agticolas,
promovendo a mitigacio da emissdo dos gases de efeito estufa e contribuindo para o

aumento da resiliéncia do solo.

No entanto, considerando os trés principios da agricultura conservacionista, a diversifica¢do de
culturas é a pratica menos adotada no Brasil, o que pode limitar os beneficios proporcionados pelo SPD.
Atualmente, nas principais regides agricolas do pafs, os sistemas de cultivo de graos baseiam-se na sucessiao
(e ndo na rotagdo) de culturas, com destaque para: soja seguida de trigo e soja seguida de milho 2* safra
(DEBIASI et al., 2015; GARCIA, 2016). De acordo com Debiasi et al. (2015, p. 10) “A rotacio de culturas

¢ definida como sendo a alternincia ordenada de diferentes culturas, em determinado espago de tempo
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(ciclo), na mesma drea e na mesma estagao do ano. Ja a sucessio de culturas consiste no ordenamento de
duas culturas na mesma area agricola por tempo indeterminado, cada uma cultivada em uma estagdo do
ano”. Assim, sistemas de cultivo onde se pratica a rotacdo de culturas sio mais complexos e possuem maior
diversificacdo de espécies vegetais relativamente a sucessao de culturas. A monocultura, ou mesmo a
continua sucessiao de uma limitada diversidade de culturas, simplifica demasiadamente o agroecossistema e
provoca perdas na qualidade do solo e na produtividade dos cultivos, além de proporcionar condi¢Ges mais
favoraveis ao desenvolvimento de pragas, doencas e plantas invasoras (EMBRAPA, 2013). A diversificacdo
do sistema de cultivo também pode ser obtida por meio da consorciacdo de culturas. Segundo Debiasi et al.
(2015, p. 11) “A consorciagao de culturas envolve o cultivo de duas ou mais espécies vegetais numa mesma
area agricola e em um mesmo perfodo de tempo”. No bioma Cerrado, por exemplo, o milho 2* safra pode
ser consorciado com forrageiras tropicais como a braquidria (ex.: Urochloa ruziziensis) com o objetivo de
aumentar a cobertura do solo e a incorporacdo de biomassa vegetal (DEBIASI et al., 2015).

A adogido completa dos principios conservacionistas que fundamentam o SPD traz comprovados
beneficios para a sustentabilidade da agricultura como a mitigagdo da erosio e degradagdo do solo ¢ a
reducdo do custo de produgdo (principalmente pela auséncia do preparo mecanico de solo), além da
possibilidade de realizar mais safras durante o ano (SCOPEL et al,, 2013; GILLER et al., 2015). Apesar do
aumento de produtividade ser um beneficio comumente associado a ado¢do do SPD, uma meta-analise
realizada por Pittelkow (2015) demonstrou que somente a auséncia do preparo mecanico de solo impacta
negativamente na produtividade dos sistemas de cultivo (-9,9%) e que esse impacto é minimizado quando
os demais principios também siao adotados (-2,5%). Esse estudo também mostrou que em cultivos de
sequeiro sob clima “seco” (indice de aridez abaixo de 0,65) apenas o nio revolvimento do solo provoca uma
queda de produtividade (-11,9%), no entanto, quando os trés principios sdo adotados em conjunto, a
produtividade é mais elevada (7,3%). Esses resultados demonstram a importincia de se adotar o SPD de
forma completa para atenuar possiveis quedas de produtividade, principalmente no caso de cultivos nao

irrigados em regiGes com chuvas insuficientes ou irregulares.

2.2. Praticas conservacionistas e atributos microbiolégicos do solo

A fragao viva do solo, composta por uma ampla diversidade de organismos, desempenha fun¢des
de suma importincia nos (agro)ecossistemas, como a decomposicdo de residuos organicos, a fixacdo
biolégica de nitrogénio e o auxilio as plantas na absor¢io de nutrientes (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).
Além disso, destaca-se o papel da microbiota e da fauna edafica na agregacio do solo, o que contribui para
a formacdo de poros, a circulagdo de ar e 4gua e o desenvolvimento radicular (SALTON; MIELNICZUK;
BAYER, 2008). No entanto, a intensificagdo agricola, caracterizada pelo frequente preparo mecanico do
solo, a baixa diversidade de plantas e o intensivo uso de insumos, interfere na estruturacio da fragio viva

do solo e limita suas funcionalidades por criar condi¢oes desfavoraveis a inimeros organismos que habitam
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esse ambiente. Por outro lado, a intensificagdo ecoldgica é apresentada como um novo paradigma agricola
que se baseia na substituicdo do uso de insumos artificiais por uma melhor gestdo dos processos ecoldgicos,
a fim de contar mais eficientemente com a autorregulacio do agroecossistema (HENNERON et al., 2014).
Tanto em condi¢es tropicais como em temperadas, a atividade e a diversidade biol6gica do solo
apresentam-se melhor estruturadas em sistemas de cultivo que adotam praticas conservacionistas (SCOPEL
et al., 2013). Além disso, a minimizacio do tevolvimento do solo, associada ao aumento do retorno de
residuos culturais no SPD, diminui a erosdo e aumenta o teor e a diversificacio das formas de carbono
organico do solo (BALOTA et al., 2014). A rotacio e/ou consotciacio de culturas e o uso de plantas de
cobertura também sdo praticas importantes, as quais podem alterar as condicdes do ambiente edafico,
afetando a disponibilidade de nutrientes, a profundidade de enraizamento, a quantidade e a qualidade dos
residuos organicos, a agregacdo do solo e o habitat para as comunidades microbianas, podendo assim
estimular a atividade e a diversidade microbiana do solo (BALOTA et al., 2014). Isso tudo resulta em um
melhor funcionamento biolégico do sistema e um aprimoramento nos processos de promogao do
crescimento de plantas e suprimento de suas necessidades pela atividade de distintos organismos do solo.
Uma meta-analise realizada por Zuber e Villamil (2016) demonstrou que a biomassa microbiana
e a atividade enzimatica do solo sdo, em geral, maiores em sistemas de cultivo nos quais nio se realiza o
preparo mecanico do solo (no-tillage) em relagdo ao sistema de preparo convencional (SPC). Além disso,
diversos estudos analisados por McDaniel, Tiemann e Grandy (2014) mostram que a inclusao de uma ou
mais culturas em rotacdo a uma monocultura provoca um aumento substancial (20,7%) no teor de carbono
da biomassa microbiana do solo. Esse resultado é corroborado por Chen et al. (2019) que constataram um
aumento na biomassa microbiana de solos com maior diversidade de plantas em estudos realizados em
diferentes ecossistemas, incluindo florestas naturais e plantadas, pastagens cultivadas, lavouras e recipientes
plantados. Em outra meta-analise, Venter, Jacobs e Hawkins (2016) verificaram que solos sob uma maior
diversidade de culturas em rotagdo apresentam valores mais elevados de riqueza e diversidade microbiana.
No Brasil, os primeiros estudos comparando atributos microbioldgicos de solos sob SPD e SPC
foram realizados a partir da década de 1980 e, no periodo de 2000 a 2014, foram publicados 58 artigos
abordando aspectos relacionados a biomassa, atividade e diversidade microbiana de solos sob SPD
(MENDES, 2016). Por exemplo, em Latossolo argiloso no Cerrado, Mendes et al. (2003) observaram maior
teor de carbono da biomassa microbiana e maiores atividades das enzimas B-glicosidase, fosfatase 4cida e
arilsulfatase em agregados de solo sob SPD em relacio ao SPC. Vale destacar que tais atributos, dentre
outros, podem ser interpretados como indicadores microbiolégicos (bioindicadores) de qualidade do solo
(CARDOSO et al,, 2013; MENDES; SOUSA; REIS JUNIOR, 2015). A biomassa e a atividade microbiana
do solo sdo importantes nao apenas como indicadores, ja que desempenham um papel fundamental na
ciclagem e fornecimento de nutrientes as plantas. A biomassa microbiana imobiliza quantidades
significativas de nutrientes e, consequentemente, reduz o potencial de perda desses elementos, por exemplo,
inibindo perdas de nitrogénio por lixiviagao ou desnitrificacio. Isso sugere que um dos beneficios do uso
de plantas de cobertura é incrementar a biomassa microbiana e, assim, utilizd-la como uma substancial

reserva de nutrientes para as culturas agricolas (BALOTA et al., 2014). Além disso, conforme destacado por
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Wittwer et al. (2017), varios estudos indicam que as plantas de cobertura poderiam substituir o uso de

insumos e melhorar a produtividade dos sistemas de cultivo.

2.3. Bioindicadores de qualidade do solo e produtividade dos cultivos

De acordo com definicio de Doran e Patkin (1994, 1996), qualidade do solo é “a capacidade de
um solo funcionar, dentro dos limites de um ecossistema natural ou manejado, para sustentar a
produtividade biolégica, manter a qualidade ambiental e promover a saide de plantas e animais”
(BUNEMANN et al., 2018). Nesse contexto, torna-se cada vez mais evidente a importancia da biota edéfica
para o funcionamento dos solos agricolas e a consequente maximiza¢iao da produtividade dos cultivos,
minimizando-se o uso de recursos externos (BENDER; WAGG; VAN DER HEIJDEN, 2016).

Entre os pardmetros utilizados para caracterizar o componente bioldgico dos solos, destacam-se
as avaliacGes de biomassa, atividade e diversidade microbiana (MENDES et al., 2011). Alguns desses
atributos microbiolbgicos, como o teor de carbono da biomassa microbiana e as atividades das enzimas §-
glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase, tém sido propostos como bioindicadores de qualidade do solo, os
quais permitem detectar, com maior antecedéncia que os atributos quimicos e fisicos, alteracdes que
ocorrem no solo devido a seu uso e manejo (CARDOSO et al., 2013; MENDES; SOUSA; REIS JUNIOR,
2015). Até o momento, foram realizados alguns estudos pioneiros relacionando niveis criticos de cada um
desses bioindicadores ao rendimento acumulado de grios e ao teor de carbono orginico do solo,
especificamente no ambito da produgdo de soja e milho em Latossolos de textura argilosa no Cerrado
brasileiro (Tabela 1) (LOPES et al., 2013, 2018). Necessita-se, portanto, de um maior nimero de estudos
para a definicdo de classes de interpretacdo de bioindicadores (ex.: baixo, moderado e adequado) para as

diferentes culturas agricolas e ambientes edafoclimaticos.
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Tabela 1. Classes de interpretagio para bioindicadotes em Latossolo Vermelho argiloso do Cetrado, na camada de 0
- 10 cm de profundidade, em fungio do teor de carbono orginico do solo. Amostras de solo coletadas na fase de
floragao (LOPES et al., 2018).

Classes de interpretagiao

Bioindicador Baixo Moderado Adequado

Plantio Direto

CBM <245 246 — 440 > 440
B-Glicosidase <90 91 — 225 > 225
Fosfatase acida <700 701 — 1260 > 1260
Arilsulfatase <25 26 — 145 > 145

Preparo Convencional

CBM <235 236 — 375 > 375
B-Glicosidase <100 101 - 185 > 185
Fosfatase acida < 660 661 — 940 > 940
Arilsulfatase <45 46 —105 > 105

Valores de carbono da biomassa microbiana (CBM) expressos em mg C kg solo; valores de atividade enzimatica

expressos em mg p-nitrofenol kg! solo h-l.

Em relag¢do a diversidade microbiana, primeiramente vale ressaltar que as plantas selecionam
microrganismos especificos para ocuparem sua rizosfera, os quais sdo caracterizados principalmente pelo
gendtipo da planta e atributos do solo, importantes moduladores da estrutura da comunidade microbiana
na rizosfera (BERG; SMALLA, 2009). Assim, comunidades microbianas presentes na rizosfera de diferentes
espécies vegetals cultivadas em um mesmo tipo de solo sdo diferenciadas. Isso indica que as plantas sio
capazes de moldar a composicao da microbiota em sua rizosfera, notadamente através da secre¢io ativa de
compostos, os quais estimulam ou reprimem especificamente alguns membros da comunidade microbiana
do solo (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Uma alta diversidade microbiana esta relacionada a ocorréncia de uma alta diversidade de plantas
e/ou residuos organicos incorporados ao sistema de produgio. Considerando a pratica da diversificacio de
culturas, a estrutura diferenciada de sistemas radiculares, a exsudac¢io distinta de cada espécie vegetal e as
fontes diversificadas de matéria organica tendem a resultar em solos com maior diversidade microbiana. A
aplicagdo de residuos orginicos também pode favorecer o aumento da diversidade microbiana, a0 mesmo
tempo em que fornece nutrientes para as plantas cultivadas (ANDREOTE; PEREIRA E SILVA, 2017).
Acredita-se que a ocorréncia de uma maior diversidade microbiana no solo proporcione melhores condi¢Ses
para o adequado funcionamento da selecio exercida pelas plantas em sua rizosfera, levando a um melhor
desempenho das culturas agricolas e, assim, resultando em produtividades mais elevadas (ANDREOTE;

PEREIRA E SILVA, 2017). Além disso, estudos tém demonstrado que uma maior biodiversidade aumenta
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a produtividade, a eficiéncia no uso de recursos e a disponibilidade de nutrientes, promovendo maior
estabilidade do agroecossistema (TIEMANN et al., 2015). Por outro lado, Dias, Dukes e Antunes (2015)
consideram que mais importante do que visar a diversidade microbiana do solo por si s6, é identificar os
principais microrganismos (incluindo espécies-chave) ou consércios microbianos que tém influéncia

positiva ou negativa sobre a produtividade vegetal.

2.4. Métodos de avaliacdao da microbiota do solo

Estudos sobre a microbiota do solo podem ser realizados por meio do cultivo de microrganismos
e de métodos independentes de cultivo. No entanto, considerando a enorme diversidade microbiana que
ocorre no solo, um ambiente altamente heterogéneo que proporciona distintas condi¢cdes de adaptagio aos
diferentes grupos de organismos, apenas uma pequena fracio da microbiota pode ser facilmente cultivada
em condi¢oes de laboratério (STALEY; KONOPKA, 1985; AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995).
Por isso, os métodos independentes de cultivo, incluindo as técnicas moleculares, permitem uma avaliacio

mais abrangente da microbiota do solo, por meio da medicio de vatiaveis diretamente das amostras de solo.

2.4.1. Biomassa microbiana

A biomassa microbiana é a parte viva e mais ativa da matéria organica do solo que, entre outras
func¢oes, regula a ciclagem de nutrientes no solo. Essa biomassa é constituida principalmente por fungos,
bactérias e arqueias, contendo de 0,5% a 2% do carbono organico total de solos agricolas no bioma Cerrado
(KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA, 2010; MENDES et al., 2011). Mudangas significativas na
biomassa microbiana podem ser detectadas com maior antecedéncia em relagdo a alteragdes na matéria
organica do solo (POWLSON; BROOKES; CHRISTENSEN, 1987) e, por isso, a biomassa microbiana
tem sido proposta como um indicador do estado da matéria organica do solo e sugerida como uma medida
sensivel das tendéncias de aumento ou diminui¢io em seus teores (MENDES et al., 2011).

Entre os métodos mais utilizados para a determinacdo do carbono da biomassa microbiana,
destacam-se os de cloroférmio-fumigacao-incubacio (CFI) (JENKINSON; POWLSON, 1976) e
cloroférmio-fumigacao-extracio (CFE) (VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987), ambos baseados na
esterilizacdo parcial (fumigacdo) de amostras de solo com cloroférmio. No método CFI, o tamanho da
biomassa ¢é estimado com base no fluxo de CO liberado das amostras de solo fumigadas e ndo fumigadas
ap6s um petiodo de incubacio de 7 a 10 dias. Ja no CFE, essa determinagio ¢ feita a partir da extragdao do
carbono organico das amostras fumigadas e ndo fumigadas utilizando um extrator fraco como o sulfato de

potassio. Principalmente pela maior praticidade, o menor tempo e trabalho em andlises e a boa repetibilidade



22

dos ensaios, o método CFE foi escolhido por pesquisadores brasileiros que trabalham no estabelecimento

dos bioindicadores de qualidade do solo (OLIVEIRA; MENDES; VIVALDI, 2001; MENDES et al.,, 2011).

2.4.2. Atividade enzimatica

As enzimas do solo desempenham um papel fundamental atuando como catalizadoras de varias
reagbes que resultam, por exemplo, na decomposicdo de residuos organicos e na ciclagem de nutrientes. A
atividade enzimatica do solo é o resultado do somatério das atividades das enzimas de organismos vivos
(notadamente microrganismos) e das enzimas abionticas, as quais se encontram associadas a fracio nio viva
e se acumulam no solo protegidas da a¢iao de proteases pela sua ligagdo a particulas de argila ou a matéria
organica (MENDES et al., 2011). Resumidamente, as enzimas de solo podem se encontrar no interior de
células ou ligadas externamente a membranas celulares, na solu¢io do solo, adsorvidas a superficie de
minerais de argila ou substincias humicas, em particio ou polimerizadas com substincias humicas ou no
espaco interlamelar de minerais de argila (BALOTA et al., 2013).

A determinacio da atividade enzimatica é feita por meio de ensaios simples e rapidos, baseados
na adicdo de substratos especificos para cada enzima a uma amostra de solo suspensa em uma solugao
tampao. Ap6s um curto perfodo de incubagio, as amostras sao filtradas e é realizada a determinacgdo do
produto da atividade da enzima por colorimetria. Quanto maior a intensidade da colora¢io, maior a
quantidade de produto formado e, consequentemente, maior a atividade da enzima (MENDES et al., 2011).
Para avaliar as atividades das enzimas de solo associadas ao ciclo do carbono (ex.: 8-glicosidase), do fésforo
(ex.: fosfatase acida) e do enxofre (ex.: arilsulfatase), sio comumente utilizados os métodos descritos por
Tabatabai (1994), os quais se baseiam na determinacio colorimétrica do p-nitrofenol (coloracio amarela)
formado apéds a adicdo de substratos incolores especificos a cada enzima avaliada (MENDES et al., 2003).
Tal metodologia foi consagrada como uma maneira eficiente de se avaliar a qualidade biolégica de solos

agricolas ao ser demonstrada a correlagio entre os valores de atividade enzimatica e a produtividade de

sistemas de cultivo (LOPES et al., 2013).

2.4.3. Estrutura da comunidade microbiana por T-RFLP

A microbiota do solo pode ser avaliada por meio de técnicas moleculares que geram informagdes
sobre a estrutura das comunidades microbianas alvos de estudo (técnicas de fingerprinting) ou a composi¢ao
taxonomica dos organismos presentes nessas comunidades (sequenciamento de marcadores filogenéticos)
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Em geral, os estudos sobtre a diversidade genética de comunidades
microbianas sdo baseados na extracio de DNA de amostras de solo, seguida pela amplificacao dos genes
que codificam para o RNA ribossomal (tfRNA) pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

(MENDES et al., 2011). As técnicas de fingerprinting, que permitem analisar perfis de DNA, baseiam-se na
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separacdo eletroforética de um produto de PCR, a qual pode ocorrer de algumas formas diferentes,
destacando-se a eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) e o polimorfismo do tamanho de
fragmentos de restricao terminal (T-RFLP) (ANDREOTE; PEREIRA E SILVA, 2018).

A técnica de T-RFLP permite analisar comunidades microbianas complexas a partir da extracdo
do DNA total de amostras ambientais (LIU et al., 1997). No T-RFLP, regides especificas do DNA sio
amplificadas pela técnica de PCR com o uso de iniciadores (primers) marcados por fluorescéncia e, em
seguida, digeridas com enzimas de restri¢ao. Os fragmentos de restri¢ao terminal (TRFs) sdo assim marcados
e seus tamanhos medidos com extrema precisdo por instrumentos como sequenciadores de DNA por
eletroforese capilar (AVIS; DICKIE; MUELLER, 20006). A vantagem desta técnica sobre versoes anteriores
de RFLP ou ARDRA ¢ que apenas os TRFs sio detectados, devido a marcagao fluorescente de um dos
iniciadores usados na PCR, resultando em perfis mais robustos (ANDREOTE; PEREIRA E SILVA, 2018).
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3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1. Hipotese

A diversificagdo de sistemas de cultivo sob plantio direto promove melhoria nos indicadores
microbioldgicos de qualidade do solo nas regides Centro-Oeste e Sul do Brasil, evidenciada pelo aumento
no teor de carbono da biomassa microbiana e nas atividades das enzimas B3-glicosidase, fosfatase 4cida e

arilsulfatase, assim como pela estrutura¢io diferenciada da comunidade microbiana do solo.

3.2. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da diversificacdo de sistemas de cultivo sob plantio direto sobre indicadores

microbioldgicos de qualidade do solo nas regides Centro-Oeste e Sul do Brasil.

3.3. Objetivos Especificos

De forma a atingir o objetivo geral deste estudo, podem ser descritos os seguintes objetivos

especificos:
1. Avaliar o efeito da diversificacio de culturas sobre o teor de carbono da biomassa
microbiana do solo.
II.  Avaliar o efeito da diversificacdo de culturas sobre as atividades das enzimas de solo -
glicosidase, fosfatase 4acida e arilsulfatase.
III.  Awaliar o efeito da diversificacio de culturas sobre a estrutura das comunidades bacteriana

e fungica do solo por T-RFLP.
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4. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi desenvolvido em parceria entre o International Plant Nutrition Institute 1PNI) e o
Departamento de Ciéncia do Solo da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP.
Foram avaliadas amostras de solo coletadas em dois experimentos do IPNI, um deles instalado na Estacio
Experimental “CAD Sul” da Fundagdo MT (Itiquira - MT) e o outro na Estacdo Experimental da Fundagio
ABC (Ponta Grossa - PR), ambos pertencentes a rede de estudos denominada Global Maize Project (GMP).
Em Itiquira - MT, também foram avaliadas amostras de solo coletadas em um experimento instalado em
area adjacente na mesma estagdo experimental intitulado Sistemas de producido de grios - Rotagdo de
culturas para soja (RCS), assim como em uma area proxima sob vegetacdo nativa de Cerrado.

O experimento GMP de Itiquira - MT tem como objetivo compreender o efeito da intensificagdo
ecologica e o impacto da adubagio nitrogenada nas fragdes da MOS, nos estoques de carbono (C) e
nitrogénio (N) e nos atributos biolégicos do solo em experimento de média duracio. Ja o experimento GMP
de Ponta Grossa - PR tem o objetivo de verificar se a intensificagdo ecoldgica promove mudangas nas
fragoes labeis e nos estoques de C e N, nos atributos biolégicos do solo e na resposta do milho a adubagio
nitrogenada em experimento de média duracio. No momento da coleta das amostras de solo, os
experimentos GMP e RCS de Itiquira - MT e o experimento GMP de Ponta Grossa - PR tinham duracio

de, respectivamente, nove, dez e oito anos.

4.1. Descrigao dos experimentos

Os experimentos GMP foram instalados sob o delineamento de blocos completos casualizados
com patcelas subdivididas e quatro repeti¢des. Nas parcelas principais foram alocados os sistemas de cultivo,
enquanto as doses de N em cobertura no milho foram alocadas nas subparcelas. As parcelas experimentais
possuem dimensdes de 18,2 m de largura e 49 m de comprimento, sendo que as subparcelas tém 12,25 m
de comprimento.

O experimento GMP de Itiquira - MT foi instalado na Estacdo Experimental “CAD Sul”,
pertencente a Fundacio MT (17°9'18"S, 54°45'15" 0O, 490 m). O clima da regido é do tipo Aw segundo a
classificagdo de Képpen, denominado clima tropical, com inverno seco. O solo é classificado como
Latossolo Vermelho distréfico de classe textural muito argilosa. A area esta sob SPD desde 2007 e, a partir
da safra 2009/2010, as parcelas receberam os seguintes tratamentos:

e T1- Agrossistema regional I: soja seguida de milho 2° safra.
e T3 - Intensificagdo ecoldgica: Ano 1) soja seguida de milho 2° safra consorciado com braquidria;
Ano 2) soja seguida de leguminosa como planta de cobertura; Ano 3) milho 1* safra consorciado

com braquiaria.
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O experimento GMP de Ponta Grossa - PR foi instalado na Estacdo Experimental da Fundacao
ABC (25°00'46"S, 50°09'06"0O, 885 m). O clima na regido ¢ do tipo Cfb de acordo com a classificacio de
Koppen, denominado clima ocednico, sem estagio seca, com verdo temperado. O solo € classificado como
Latossolo Vermelho eutréfico com teor de argila aumentando de 324 a 447 g kg! até 1 m de profundidade.
A area estd sob SPD desde 2007 e, a partir da safra 2011/2012, as parcelas receberam os seguintes
tratamentos:

e T1 - Agrossistema regional I: Ano 1) trigo seguido de soja; Ano 2) aveia-preta como planta de
cobertura seguida de milho.

e T3 - Intensificagdo ecoldgica: Ano 1) ervilha como planta de cobertura seguida de milho; Ano
2) aveia-preta como planta de cobertura seguida de soja; Ano 3) ervilha como planta de cobertura
seguida de milho; Ano 4) trigo seguido de soja.

Em ambos os experimentos foram aplicadas diferentes doses de N (ureia) em cobertura no milho
como tratamento alocado nas subparcelas, a saber: N1) controle (sem aplicacdo de N); N2) dose inferior de
N; N3) dose moderada de N; N4) dose superior de N. A quantidade de N em cada dose foi diferente para
milho 17 safra, milho 2* safra e milho (verdo), pois a produtividade esperada e a demanda de N pelo milho
sao distintas para cada situacio. Em Itiquira - MT, foram avaliados somente os tratamentos na dose
moderada de N (N3 = 140 kg ha! de N para milho 1* safra e N3 = 80 kg ha! de N para milho 2* safra)
(Tabela 2), enquanto em Ponta Grossa - PR avaliaram-se os tratamentos sem aplicagdo de N (N1) e com

aplicagdo de dose moderada de N (N3 = 140 kg ha! de N para milho) (Tabela 3).

Tabela 2. Tratamentos do experimento GMP instalado em Itiquira - MT.

Pré Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

Trat.  2008/2009 2009/2010  2010/2011  2011/2012  2012/2013  2013/2014  2014/2015  2015/2016  2016/2017  2017/2018
TIN3  S/M2 S/M2 S/M2 S/M2 S/M2 S/M2 S/M2 S/M2 S/M2 S/M2

T3N3 S/M2 S/Cs M1+B S/M2+B S/Co M1+B S/M2+B S/G M1+B S/M2

S/M2 = soja seguida de milho 2* safra; S/M2+B = soja seguida de milho 2* safra consotrciado com braquiaria (Urochloa ruziziensis);
S/Cs = soja seguida de Crotalaria spectabilis; S/ Co = soja seguida de Crotalaria ochrolenca; S/ G = soja seguida de guandu (Cajanus cajan);

M1+B = milho 1* safra consorciado com braquiatia (Urochloa ruziziensis).

Tabela 3. Tratamentos do experimento GMP instalado em Ponta Grossa - PR.

N cob. Ciclo 1 Ciclo 2
Trat. no milho 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
TIN1 0 AP/M T/S AP/M T/S AP/M T/S AP/M T/S
TIN3 140 AP/M T/S AP/M T/S AP/M T/S AP/M T/S
T3N1 0 E/M AP/S E/M T/S E/M T/S E/M T/S
T3N3 140 E/M AP/S E/M T/S E/M T/S E/M T/S

AP/M = aveia-preta no inverno seguida de milho no verio; E/M = ervilha no inverno seguida de milho no verdo; T/S = trigo no

inverno seguido de soja no verdo; AP/S = aveia-preta no inverno seguida de soja no verio.
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Em 2018 e 2019, pesquisadores parceiros realizaram analises para a caracterizacdo quimica e fisica

dos solos dos experimentos GMP de Itiquira - MT (Tabelas 4 ¢ 5) e Ponta Grossa - PR (Tabelas 6 ¢ 7).

Tabela 4. Caracterizagdao quimica do solo do experimento GMP de Itiquira - MT.

Prof. pH  M.O. P K Ca Mg Al H+Al SB CIC V m
(em) KCl (gkg!) (mgkg?) (mmolc kg) %)
0-10 46 39 14 14 32 14 4 75 474 1224 39 8
10-20 45 34 10 1,6 18 8 4 67 276 946 29 13

20-40 46 32 7 13 15 7 2 58 233 813 29 8

Métodos: pH em KCI 1 mol L-1; matéria organica (M.O.) determinacdo por titulometria; fésforo (P) extragdio com Mehlich 1 e
determinacio por colorimetria; potdssio (K) extragio com Mehlich 1 e determinacio em espectrofotémetro de emissio atomica;
calcio (Ca) e magnésio (Mg) extracdo com KCI 1 mol L e determinacéio em espectrofotometro de absor¢ao atémica; aluminio (Al)
extragdo com KCl 1 mol ! e determinagio por titulometria; acidez potencial (H+Al) extracdo com acetato de calcio e determinagio

por titulometria.

Tabela 5. Caracterizagao fisica do solo do experimento GMP de Itiquira - MT.

Prof. Areia total Silte Argila (c/ disp.)
(cm) (g kg

0-10 294 72 634
10 - 20 270 63 667
20 - 40 263 90 647

Tabela 6. Caracterizagdao quimica do solo do experimento GMP de Ponta Grossa - PR.

Prof.

M.O.

pH P K Ca Mg Al H+Al SB CTC v m

(cm) CaCl; (gdm?') (mgdmt) (mmolc dm1) (%)
0-10 4,7 35 54 3,6 23 11 6 52 37,6 89,6 42 14
10 - 20 4,5 26 60 1,9 12 3 2 58 16,9 74,9 23 11
20 - 40 4,7 22 8 1,3 7 3 4 47 11,3 58,3 19 26

Métodos: pH em CaCl; 0,01 mol L-1; matéria organica (M.O.) determinac¢do por titulometria; fésforo (P) extracio com resina
trocadora de fons e determinagdo por colorimettia; potassio (K) extracio com resina trocadora de fons e determinacio em
espectrofotometro de emissio atomica; calcio (Ca) e magnésio (Mg) extragdo com resina trocadora de fons e determinagiao em
espectrofotdometro de absor¢ao atomica; aluminio (Al) extragio com KCI 1 mol L1 e determinagio por titulometria; acidez potencial

(H+AL) extracao com tampiao SMP e determinagao por titulometria.

Tabela 7. Caracterizacao fisica do solo do experimento GMP de Ponta Grossa - PR.

Prof. Areia total Silte Argila (c/ disp.)
(cm) (g kg

0-10 660 16 324
10 - 20 598 27 376
20 - 40 576 23 402
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Adicionalmente ao experimento GMP de Itiquira - MT, foram avaliadas, em parte das anilises,
amostras de solo coletadas em alguns tratamentos do experimento RCS, instalado em 4rea adjacente na
mesma estacdo experimental, assim como em area de Cerrado proxima a estagdo. O experimento RCS de
Itiquira - MT foi implantado sob o delineamento em blocos casualizados com quatro repeti¢des, cujas
parcelas tém dimensdes de 20 m de largura por 30 m de comprimento. Neste experimento, instalado na
safra 2008/2009, foram amostrados os seguintes tratamentos devido a auséncia de rotagio e/ou
consorciacio de culturas:

e RCS T1 - Monocultivo de soja sob plantio direto: soja seguida de pousio (sem revolvimento do
solo na entressafra)

e RCS T8 - Monocultivo de soja sob preparo convencional: soja seguida de pousio (com
revolvimento do solo na entressafta)

Na area sob vegetacdo nativa de Cerrado, as amostras de solo foram coletadas em quatro locais
no interior do fragmento (evitando-se efeitos de borda), considerados como parcelas (repeti¢oes) do
seguinte tratamento:

e MATA - Cerrado: tipo fitofisionomico Cerradio (RIBEIRO; WALTER, 2008).

4.2, Coleta, preparo e armazenamento das amostras de solo

Foram coletadas amostras de solo nas camadas de 0 - 10 cm, 10 - 20 cm e 20 - 40 cm de
profundidade em cada parcela dos tratamentos. Cada amostra foi composta por oito subamostras coletadas
nas linhas e entrelinhas dentro da area util da parcela. As amostras foram coletadas em Itiquira - MT e Ponta
Grossa - PR na fase de pés-colheita da soja, respectivamente, em marco e abril de 2018. Apos a coleta, as
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, transportadas para o laboratério e armazenadas a 4 °C
até o momento das analises de biomassa microbiana e atividade enzimatica do solo, realizadas dentro de
quatro semanas. No laboratério, o preparo das amostras consistiu apenas no peneiramento (malha de 2
mm), analisando-se as amostras na umidade do campo (fe/d-moisi). Para a analise da estrutura da comunidade
microbiana do solo por T-RFLP, aliquotas de cada amostra foram armazenadas em tubo de Eppendorf a -

20 °C por um periodo mais longo, até a extragdo do DNA.

4.3. Métodos de avaliacao da microbiota do solo

A biomassa microbiana e a atividade enzimatica do solo foram analisadas por meio de amostras
de solo coletadas nas camadas de 0 - 10 cm, 10 - 20 cm e 20 - 40 cm de profundidade nos seguintes
tratamentos: T1N3, T3N3, RCS T1, RCS T8 e MATA em Itiquira - MT e T1IN1, TIN3, T3N1 e T3N3 em
Ponta Grossa - PR. Ja a estrutura da comunidade microbiana do solo foi avaliada por T-RFLP com base

nas amostras de solo coletadas nas camadas de 0 - 10 cm e 10 - 20 cm de profundidade somente nos
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tratamentos a seguir, os quais apresentaram resultados em pelo menos trés repeticoes: TIN3 e T3N3 em

Itiquira - MT e TIN1 e T3N1 em Ponta Grossa - PR.

4.3.1. Biomassa microbiana

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi determinado pelo método cloroférmio-fumigacio-
extra¢dao (CFE) proposto por Vance, Brookes e Jenkinson (1987). De cada amostra de solo, foram retiradas
duas aliquotas de 10 g para determinacdo do CBM, além de uma aliquota de 10 g para andlise do teor de
umidade da respectiva amostra. Com base no método CFE, metade das amostras foi fumigada (F) por 24 h
em dessecador contendo béquer com 25 mL de cloroférmio livre de etanol. Nesse periodo, as amostras nao
fumigadas (NF) foram mantidas em condi¢do ambiente. Apds a fumigaciao, o CBM foi extraido pela adi¢do
de 40 mL de KzSO4 0,5 M as amostras de solo que foram, em seguida, submetidas a agitacio horizontal
(200 rpm) por 30 min. Depois disso, as amostras foram filtradas em papel de filtro Whatman n® 2. Apos
transferir-se 8 mL do extrato filtrado para tubo digestor, foram adicionados 2 mL de KoCr20O7 66,7mM e 15
mL de uma mistura 1:2 (v/v) de H2SO4/H3POs, efetuando-se a digestdo em banho-maria a 100 °C por 30
min. A soluc¢io fol entdo resfriada e transferida para um frasco de Erlenmeyer de 125 mL, adicionando-se
agua destilada até completar 50 mL de solucdo. O dicromato de potassio residual foi medido por titulagdo
com uma soluc¢io de (NH4)2Fe(SO4).0H20 33,3 mM em H>SO4 concentrado, na presenca do indicador
ferrofna. Determinou-se o carbono pela reducdo do dicromato de potdssio dos extratos filtrados. A
quantidade de CBM foi determinada pela diferenca entre o carbono organico extraido das amostras de solo
F e NF utilizando-se um fator de correcdo (kec) de 0,33 (SPARLING; WEST, 1988; OLIVEIRA;
MENDES; VIVALDI, 2001).

4.3.2. Atividade enzimatica

As atividades das enzimas de solo associadas ao ciclo do carbono (B-glicosidase), do fésforo
(fosfatase acida) e do enxofre (arilsulfatase) foram avaliadas utilizando-se os métodos descritos por
Tabatabai (1994). Tais métodos sio baseados na determinacdo colorimétrica do p-nitrofenol (coloragio
amarela) formado apods a adicdo de substratos incolores especificos para cada enzima avaliada, quais sejam:
p-nitrofenil B-D-glicopiranosideo (PNG) para a avaliagdo da -glicosidase, p-nitrofenil fosfato (PNF) para a
fosfatase acida e p-nitrofenil sulfato (PNS) no caso da arilsulfatase (MENDES et al., 2003).

Mais detalhadamente, aliquotas de 1 g de cada amostra de solo foram colocadas em tubos de
ensaio, sendo uma para cada enzima avaliada e mais uma por tratamento como controle (branco). Para a
avaliacdo da B-glicosidase, foram adicionados 4 mL de tampao universal modificado (MUB) pH 6 ¢ 1 mL
de PNG 0,025 M. No caso da fosfatase acida, 4 mL. de MUB pH 6,5 ¢ 1 mL de PNF 0,05 M. Ja para a
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arilsulfatase, 4 mL de tampao acetato 0,5 M pH 5,8 e 1 mL de PNS 0,05 M. Apés agitar em vorfex e tampar
os tubos de ensaio com rolhas de borracha, as amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 1 h.
Logo apés a incubagio, foram adicionados 1 mL de CaClz 0,5 M e 4 mL de NaOH 0,5 M (4 mL. de THAM
0,1 M pH 12 no caso da B-glicosidase). S6 entdo, adicionou-se 1 mL de substrato (PNG, PNF ou PNS) aos
respectivos controles (brancos). Em seguida, as amostras foram agitadas em vorzex e filtradas em papel de
filtro Whatman n° 2. Por fim, realizou-se a dilui¢do das amostras em cubetas com agua destilada e a leitura
da coloracdo amarela em espectrofotometro a 410 nm (420 nm para a B-glicosidase). Os célculos para
determinacio da atividade enzimatica foram realizados com base nos valores de absorbancia (x) e em cutrva-
padrio previamente estabelecida (y = 80,432 x), subtraindo-se os valores de absorbancia dos controles

(brancos) de cada tratamento e ajustando-se a diluicdo das amostras.

4.3.3. Estrutura da comunidade microbiana por T-RFLP

A estrutura das comunidades bacteriana e fungica das amostras de solo foi avaliada por meio de
uma técnica de fingerprinting denominada polimorfismo do tamanho de fragmentos de restricdo terminal
(T-RFLP), um método comparativo que permite analisar comunidades microbianas complexas (LIU et al.,

1997).

4.3.3.1. Extracdao de DNA das amostras de solo

Uma aliquota de 0,4 g de cada amostra de solo foi submetida a extracio de DNA utilizando-se o
PowerSoil® DNA Isolation Kit MO BIO Laboratories), conforme instru¢des do fabricante. O extrato de
DNA foi avaliado por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TAE 1X, corado com

solugio de Ge/Red® e visualizado em transluminador de luz ultravioleta (UV), sendo postetiormente

armazenado a -20 °C (SAMBROOXK; RUSSELL, 2001).

4.3.3.2. T-RFLP

Primeiramente, regides especificas do DNA foram amplificadas pela técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) com o uso de primers marcados por fluorescéncia. Para analisar a comunidade
bacteriana, foi realizada a amplificacio do gene 16S rRNA utilizando-se os primers FAM-8fm (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) e 9261 (5-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’) (SCHUTTE et al,
2009). A analise da comunidade fungica foi realizada pela amplificacdo da regido ITS do tDNA com o uso
dos  primers  FAM-ITS1-F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (AVIS; DICKIE; MUELLER, 20006).
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As reagoes para a amplificagdao do gene 16S rRNA incluiram 1 L de extrato de DNA, 0,1 pL de
cada primer (100 pmol/uL), 0,2 uL. de Taq polimerase (5 U/pL), 4 uL. de dNTPs (2,5 mM), 6 pL. de MgCl,
(25 mM), 5 pL. de tampdo de PCR (10X) e 33,6 pL. de 4gua deionizada esterilizada, resultando em um volume
final de 50 pL. As condi¢bes de amplificacdo em termociclador foram as seguintes: desnaturacio inicial a 95
°C pot 4 min, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 57 °C por 30 s e 72 °C por 45 s e uma extensio final a 72 °C por
10 min. Para a amplificagdo da regido ITS, as reagbes incluiram 1 pL de extrato de DNA, 0,2 pL de cada
primer (100 pmol/pL), 0,5 uL. de Taq polimerase (5 U/pL), 4 pL. de ANTPs (2,5 mM), 6 pL. de MCl, (25
mM), 5 uL. de tampao de PCR (10X) e 33,1 pL. de agua deionizada esterilizada, tendo como resultado um
volume final de 50 pL. As condi¢des de amplificagdo foram as seguintes: desnaturagio inicial a 94 °C por 1
min e 30 s, 13 ciclos de 94 °C por 35 s, 55 °C por 55 s e 72 °C por 45 s, 13 ciclos de 94 °C por 35 s, 55 °C
por 2 min e 72 °C por 45 s, 9 ciclos de 94 °C pot 35 s, 55 °C por 3 min e 72 °C por 45 s e uma extensio
final a 72 °C por 10 min. Apéds as reagbes, o tamanho dos fragmentos foi confirmado por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampdo TAE 1X, corados com Ge/Red® e visualizados em luz
ultravioleta (UV).

Ap6s a amplificagdo, as amostras referentes a analise da comunidade bacteriana foram diretamente
para a etapa de digestdo, sem passar pela purificacdo. As amostras relativas a comunidade fungica foram
purificadas com a adicdo de 200 pL. de isopropanol em cada produto de PCR de 50 pL, seguido de incubagio
a -20 °C por 2 h. Em seguida, foi realizada a centrifugacio a 4.000 rpm por 1 h e 30 min; descarte de
sobrenadante; centrifugacdo com a placa invertida por alguns segundos até atingir 500 rpm; adigao de 250
ulL de etanol 70%; centrifugagdo a 4.000 rpm por 1 h e 30 min; descarte de sobrenadante; centrifugacio
com a placa invertida por alguns segundos até atingir 500 rpm e secagem das placas a temperatura ambiente
por 30 min. O produto purificado foi entdo diluido em 25 pL. de agua deioinizada esterilizada e avaliado por
meio de eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com Ge/Red® e visualizado em luz ultravioleta (UV).

Na etapa de digestdo, a reagdo para a restricio do produto de amplificagdao do gene 16S rRNA foi
constituida de 18 puL de dgua deionizada esterilizada, 2 pL. de tampao Tango (10X), 1 uL. da enzima Hhal (10
U/pL) (Thermo Fisher Scientific) e 10 pL do produto de amplificacdo. A reagdo para a restricio da regido
ITS foi constituida de 2,5 pL. de 4gua deionizada esterilizada, 2,0 uL. de tampao Red (10X), 0,5 uL. da enzima
BsuRI (Haelll) (10 U/uL) e 15 uL do produto de amplificacio purificado. As rea¢oes foram realizadas em
termociclador a 37 °C durante 3 h.

Posteriormente, realizou-se a precipitagdo das amostras com a adi¢ao de 2 ul. de EDTA (125
mM), 2 pL acetato de sédio (3 M) e 50 pL. de etanol 100%, seguida por incubagdo a temperatura ambiente
por 15 min, centrifugacio a 2.128 x ga 4 °C por 30 min, descarte de sobrenadante e centrifugacio com a
placa invertida a 185 x g por 30 s. Entdo, realizou-se a adi¢do de 70 pl. de etanol 70%, seguida por
centrifugacio a 2.128 x ga 4 °C por 20 min, descarte de sobrenadante, centrifugacdo com a placa invertida
a 185 x g por 1 min e, ao final, armazenamento a -20 °C. No momento da leitura, as amostras foram

submetidas a ressuspensdo em 9,5 pl. de Hi-Di™ Formamide ¢ 0,5 pL de GeneScan™ 1200 LIZ® Size Standard
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(Thermo Fisher Scientific). A leitura das soluges finais foi realizada em sequenciador automatico Applied

Biosystens™ 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific).

4.4. Analise estatistica dos dados

Os resultados das avaliacbes de biomassa microbiana e atividade enzimatica do solo foram
submetidos a analise de variancia, utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% para comparacdo de médias de
probabilidade no software Sisvar (FERREIRA, 2011). O experimento de Itiquira - MT foi analisado
conforme o delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 5 X 3, sendo os tratamentos
representados por quatro sistemas de cultivo e uma area de vegetagdo nativa, em trés profundidades de
amostragem de solo, com quatro repeticdes cada. O experimento de Ponta Grossa - PR foi analisado de
acordo com o delineamento em blocos casualizados em esquema fatorial 4 X 3, sendo os tratamentos
representados por dois sistemas de cultivo, cada um deles sem e com a aplicacio de N em cobertura no
milho, em trés profundidades de amostragem, com quatro repeti¢oes cada.

No caso do T-RFLP, a ocorréncia e a intensidade de picos com fragmentos de diferentes
tamanhos foram comparadas no programa GeneMapper®, o qual fornece matrizes com informagdes dos
picos gerados pelos fragmentos de restricao terminal (TRFs). Foram gerados 152 picos para as leituras de
fragmentos do gene 16S rRNA e 273 picos oriundos das leituras dos fragmentos da regido I'TS. A matriz
composta da ocorréncia e areas desses picos foi utilizada para analises no programa PAST (HAMMER,;
HARPER; RYAN, 2001). A compara¢io das matrizes foi realizada pela andlise de coordenadas principais
(PCoA), utilizando-se o indice de similaridade Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957) para obsetvacio da
estruturacao dos tratamentos. A confirmac¢do da semelhanca ou distin¢do entre os grupos gerados foi feita
pela analise de similaridade (ANOSIM) (CLARKE, 1993), por meio da qual obtiveram-se valores de p que

foram assim interpretados: p < 0,05 significa que os grupos representados sdo totalmente distintos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento de Itiquira - MT

5.1.1. Atividade enzimatica e biomassa microbiana

Os resultados das analises de atividade enzimatica (3-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase) e
carbono da biomassa microbiana (CBM) dos solos de Itiquira - MT foram submetidos a analise de variancia,
obtendo-se os valores apresentados na Tabela 8. No caso da atividade enzimatica, houve interacio entre as
fontes de variacdo (tratamentos e profundidades de amostragem) e, por isso, realizou-se a analise de
desdobramento, cujos resultados encontram-se na Tabela 9. Ja para o CBM, por nio ter havido interacao
entre as fontes de variacio, foram apresentados os valores médios para cada tratamento e profundidade de

amostragem na Tabela 10. Os mesmos resultados estdo apresentados por meio de graficos nas Figuras 2 a

0.

Tabela 8. Resumo da analise de vatidncia para as vatidveis B-glicosidase, fosfatase acida, arilsulfatase e carbono da
biomassa microbiana (CBM) em resposta a diferentes tratamentos e profundidades de amostragem em Itiquira -
MT.

FV GL p-Glicosidase Fosfatase acida Arilsulfatase = CBM
Tratamentos 4 0,0000%* 0,0000% 0,0000* 0,0004*
Profundidades 2 0,0000%* 0,0019%* 0,0000% 0,0000*
Blocos 3 0,1634ns 0,0037* 0,1954ns 0,42740s
Trat. x Prof. 8 0,0000* 0,0000% 0,0002* 0,19100s
Erro 42 - - - -
CV (%) - 24,10 12,05 42,12 26,15

* = significancia a 5% de probabilidade; ™ = nio significativo; CV = coeficiente de variacio; GL = graus de liberdade;

FV = fonte de variacio.
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Tabela 9. Anilise de desdobramento com valores médios de atividade enzimatica em solos sob diferentes tratamentos
e profundidades de amostragem em Itiquira - MT.

Profundidade (cm) B-Glicosidase
TIN3 T3N3 RCST1 RCS T8 MATA
0-10 75 Ab 92 Aa 30 Ad 29 Ad 52 Ac
10 - 20 41 Ba 43 Ba 31 Ab 25 Ab 29 Bb
20 - 40 29 Ba 29 Ca 17 Ba 21 Aa 18 Ba

Fosfatase acida

TIN3 T3N3 RCS T1 RCS T8 MATA
0-10 417 Ac 509 Ab 318 Ad 327 Bd 634 Aa
10 - 20 397 Aa 420 Ba 334 Ab 346 Bb 464 Ba
20-40 379 Aa 385 Ba 362 Aa 422 Aa 389 Ca
Arilsulfatase
TIN3 T3N3 RCS T1 RCS T8 MATA
0-10 50 Aa 62 Aa 15 Ac 16 Ac 36 Ab
10 - 20 22 Ba 19 Ba 11 Aa 16 Aa 28 Aa
20-40 13 Ba 15 Ba 7 Aa 6 Aa 12 Ba

Valores de atividade enzimatica expressos em mg p-nitrofenol kg'! solo h''; médias seguidas pela mesma letra mindscula

na linha e maidscula na coluna nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 10. Valores médios para catbono da biomassa microbiana (CBM) em solos sob diferentes tratamentos e
profundidades de amostragem em Itiquira - MT.

TIN3 T3N3 RCST1 RCST8 MATA

CBM 258 a 178 b 212Db 181 b 267 a
Profundidade (cm)
0-10 10 - 20 20 - 40
267 a 217b 174 ¢

Valores de CBM expressos em mg C kg'! solo; médias seguidas da mesma letra minuscula na linha nio diferem entre

si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Atividade média de $-glicosidase em solos sob diferentes tratamentos e profundidades de amostragem em
Itiquira - MT. Barras com as mesmas letras minusculas, referentes a comparacio entre tratamentos na mesma
profundidade de amostragem, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 3. Atividade média de fosfatase acida em solos sob diferentes tratamentos e profundidades de amostragem em
Itiquira - MT. Barras com as mesmas letras minusculas, referentes a comparacio entre tratamentos na mesma

profundidade de amostragem, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.



38

Arilsulfatase

U N 1
o O O O

(SN
o

mg p-nitrofenol kg! solo h-!
S IS
S S

—
o

iil i WA I'z

TIN3 T3N3 RCS T1 RCS T8 MATA

o

H0-10cm ®10-20cm 20 - 40 cm

Figura 4. Atividade média de arilsulfatase em solos sob diferentes tratamentos e profundidades de amostragem em
Itiquira - MT. Barras com as mesmas letras minudsculas, referentes a comparacio entre tratamentos na mesma
profundidade de amostragem, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 5. Teor médio de carbono da biomassa microbiana (CBM) em solos sob diferentes tratamentos considerando-
se os valores médios das profundidades de amostragem em Itiquira - MT. Barras com as mesmas letras mindsculas
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Teor médio de carbono da biomassa microbiana (CBM) em solos nas diferentes profundidades de
amostragem considerando-se os valores médios dos tratamentos em Itiquira - MT. Barras com as mesmas letras
minusculas nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em Itiquira - MT, a atividade da B-glicosidase, na camada de 0 - 10 cm de profundidade, foi maior
no tratamento sob intensificagéo ecolégica (T3N3), o qual possui maior diversificagdo de culturas no sistema
plantio direto. Em segundo lugar, esta o agrossistema regional (T1N3), com a sucessdo de apenas duas
culturas sob plantio direto (soja e milho 27 safra). Na terceira posi¢do, encontra-se a area sob vegetacao
nativa de Cerrado (MATA), seguida pelos monocultivos de soja em plantio direto (RCS T1) e preparo
convencional (RCS T8), ambos em quarto lugar.

No caso da fosfatase acida, sua atividade na camada de 0 - 10 cm foi maior na area sob vegetacdo
de Cerrado (MATA). Em segundo lugar, encontra-se o tratamento sob intensificagdo ecoldgica (T3N3) e,
em terceiro, o agrossistema regional (T1N3). Na quarta posi¢do, estio os monocultivos sob plantio direto
(RCS T1) e preparo convencional (RCS TS8).

A atividade da arilsulfatase, na camada de 0 - 10 cm, foi 23,7% superior no tratamento sob
intensificacdo ecoldgica (T3N3) em comparagao ao agrossistema regional (T1N3). No entanto, ambos os
tratamentos ocupam juntos a primeira posicio, ja que nao diferiram estatisticamente entre si. Em segundo
lugar, encontra-se a area de Cerrado (MATA), seguida pelos monocultivos em plantio direto (RCS T1) e
preparo convencional (RCS T8), ambos ocupando a terceira posi¢io.

Ja o CBM, considerando os valores médios das profundidades amostradas, foi maior na drea de
Cerrado (MATA) e no agrossistema regional (T1N3). Em segundo lugar, encontram-se os monocultivos em
plantio direto (RCS T1) e preparo convencional (RCS T8), assim como o tratamento sob intensifica¢do
ecologica (T3N3). Esse resultado foi diferente do esperado, ja que o sistema de cultivo mais diversificado

sob plantio direto (T3N3) obteve valores de CBM similares aos monocultivos em plantio direto (RCS T1)
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e preparo convencional (RCS T8). No entanto, conforme levantado por Mendes (2016), em parte dos
trabalhos que avaliaram o CBM em solos agricolas no bioma Cerrado, esse paraimetro nio foi capaz de
detectar diferencas entre o SPD e o SPC (D’ANDREA et al.,; 2002; SOUZA et al., 2006; LOURENTE et
al., 2010; PEIXOTO et al., 2010; SILVA et al., 2010).

Comparando os resultados entre as diferentes profundidades de amostragem, o tratamento sob
intensificacio ecoldgica (T3N3) e a area de Cerrado (MATA) obtiveram valores mais elevados de atividade
enzimatica na camada mais superficial do solo (0 - 10 cm) em relacdo as camadas mais profundas (10 - 20
cm e/ou 20 - 40 cm). J4 os tratamentos sob monocultivo em plantio direto (RCS T1) e preparo convencional
(RCS T8), no geral, ndo apresentaram diferenca significativa de atividade enzimatica entre as camadas. No
caso do monocultivo em preparo convencional (RCS T8), isso pode ser explicado pelo revolvimento anual
do solo com grade aradora realizado durante a entressafra.

Os valores dos bioindicadores de qualidade do solo avaliados no experimento de Itiquira - MT
(B-glicosidase, fosfatase acida, arilsulfatase e CBM) foram comparados com as classes de interpretacdo
propostas por Lopes et al. (2018) para amostras de solo coletadas na camada de 0 - 10 cm de profundidade,
na fase de floragdo do milho (Tabela 1), obtendo-se a classificacdo apresentada na Tabela 7 e os graficos nas
Figuras 7 a 10. A unica ressalva a ser feita nessa comparag¢io é que, no presente estudo, as amostras de solo
foram coletadas na fase de pds-colheita e ndo na fase de floracio da cultura. Em ambos os estudos, as
amostras foram analisadas na umidade do campo (field-moisf). Outro estudo realizado por Mendes (2019),
comparando determinagdes entre amostras coletadas na fase de floragio com solo umido (field-muoisi) e
amostras coletadas na fase de pds-colheita com solo seco ao ar (azr-dried), vetificou reduges significativas
na atividade das enzimas B-glicosidase (55%), fosfatase acida (54%), arilsulfatase (49%) e desidrogenase
(46%) e no teor de CBM (11%) na amostragem realizada na fase de pds-colheita com solo seco ao ar, no
entanto, isso ndo afetou o ranqueamento dos tratamentos.

Pode-se destacar que o tratamento sob intensificagdo ecolégica em sistema plantio direto (T3N3)
apresentou valores mais elevados de atividade enzimatica que o agrossistema regional sob plantio direto
(T1N3), seguido pelos monocultivos sob plantio direto (RCS T1) e preparo convencional (RCS T8), sendo
a atividade da B-glicosidase classificada como “moderada” nesse primeiro tratamento (T3N3) e “baixa” nos
demais (T1N3, RCS T1 e RCS T8). Ja o CBM apresentou valores diferentes do esperado, pois o tratamento
sob intensificagdo ecolégica (T3N3) obteve valor similar ao do monocultivo sob preparo convencional (RCS
T8), classificados como “baixos”, enquanto o agrossistema regional (T1N3) e o monocultivo sob plantio

direto apresentaram valores classificados como “moderados”.
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Tabela 11. Classificacio dos valores de bioindicadores obtidos no experimento de Itiquira - MT, na camada de 0 - 10
cm de profundidade, de acordo com as classes de interpretacio propostas por Lopes et al. (2018).

Bioindicador TIN3 T3N3 RCS T1 RCS T8
Preparo

Plantio Direto Convencional
B-Glicosidase 75 (Baixo) 92 (Moderado) 30 (Baixo) 29 (Baixo)
Fosfatase acida 417 (Baixo) 509 (Baixo) 318 (Baixo) 327 (Baixo)
Arilsulfatase 50 (Moderado) 62 (Moderado) 15 (Baixo) 16 (Baixo)
CBM 300 (Moderado) 214 (Baixo) 258 (Moderado) 200 (Baixo)
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Figura 7. Atividade média de B-glicosidase obtida no experimento de Itiquira - MT, na camada de 0 - 10 cm de

profundidade, comparada com os limites criticos (LC) propostos por Lopes et al. (2018) para plantio direto (TTN3,
T3N3 e RCS T1) e preparo convencional (RCS T8).
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Figura 8. Atividade média de fosfatase dcida obtida no experimento de Itiquira - MT, na camada de 0 - 10 cm de

profundidade, comparada com os limites criticos (LC) propostos por Lopes et al. (2018) para plantio direto (T1N3,
T3N3 e RCS T1) e preparo convencional (RCS T8).
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Figura 9. Atividade média de arilsulfatase obtida no experimento de Itiquira - MT, na camada de 0 - 10 cm de

profundidade, comparada com os limites criticos (ILC) propostos por Lopes et al. (2018) para plantio direto (T1N3,
T3N3 e RCS T1) e preparo convencional (RCS T8).
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Figura 10. Teor médio de carbono da biomassa microbiana (CBM) obtido no experimento de Itiquira - MT, na camada
de 0 - 10 cm de profundidade, comparado com os limites criticos (LC) propostos por Lopes et al. (2018) para
plantio direto (TIN3, T3N3 e RCS T1) e preparo convencional (RCS T§).

Os resultados dos bioindicadores também podem ser relacionados com as determinagdes de
carbono orginico do solo (COS) realizadas por Sattolo! a partir de amostras de solo coletadas na camada
de 0 a 10 cm de profundidade, que obteve, pelo método de combustio, um valor médio 57% superior de
COS no tratamento sob intensifica¢ao ecologica (T3N3) em relagdo ao agrossistema regional (T1N3),
conforme apresentado na Figura 11 (informacdo pessoal). Isso corrobora os resultados de atividade
enzimatica mais elevados no tratamento sob intensificacdo ecolégica comparado ao agrossistema regional,
ja que um teor de COS mais alto significa uma maior oferta de matéria organica para a microbiota do solo,

a qual libera enzimas que atuam na decomposicao desses substratos.

LSATTOLO, T. M. S. C orgénico - Itiquira. Mensagem recebida por <caio.diniz@usp.br> em 30 maio 2019.
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Figura 11. Valores médios de carbono orginico do solo (COS) a partir de amostras de solo coletadas na camada de 0

a 10 cm de profundidade.

Avaliando-se dados fornecidos por Francisco? sobre a producio de matéria seca pelas culturas e
plantas de cobertura em nove safras (2009/2010 a 2017/2018), foi possivel constatar que a adi¢io de
fitomassa sobre a superficie do solo (parte drea) foi 21% superior no tratamento sob intensificagdo ecolégica
(T3N3) em relagio ao agrossistema regional (T1N3), conforme Tabela 13 (informacido pessoal). Isso
evidencia um maior aporte de residuos vegetais sobre o solo pelo conjunto de plantas cultivadas no sistema,

associado a uma maior diversidade de fontes de carbono organico disponibilizadas a biota do solo.

Tabela 12. Produgio acumulada de matéria seca de patte 4rea pelas culturas e plantas de cobertura de 2009/2010 a

T3N3

2017/2018 (sem contabilizar a producio de grios ¢ sabugos).

Cultura ou planta de Matéria seca (kg ha)

cobertura TIN3 T3N3
Soja 56.837 42.049
Milho 1% safra - 36.132
Milho 27 safra 63.027 23.598
Leguminosa - 12.864
Braquiaria - 30.550
Total 119.864 145.193

2 FRANCISCO, E. A. B. Dados GMP. Mensagem recebida por <caio.diniz@usp.br> em 29 abr. 2019.
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5.1.2. Estrutura da comunidade microbiana por T-RFLP

Os dados obtidos pela analise de T-RFLP das comunidades bactetiana e fingica dos solos de
Itiquira - MT foram submetidos a analise de coordenadas principais (PCoA), dando origem aos graficos de
dispersio apresentados, respectivamente, nas Figuras 12 e 13. A confirmagio da semelhanga ou distingao
entre os grupos foi realizada pela andlise de similaridade (ANOSIM), cujos valores de p encontram-se,

respectivamente, nas Tabelas 13 e 14.
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Figura 12. Grafico de dispersio obtido pela PCoA com indice de similaridade Bray-Curtis entre os diferentes
tratamentos e profundidades de amostragem na avaliacdo da estrutura da comunidade bacteriana do solo por T-
RFLP em Itiquira - MT.

Tabela 13. Valores de p obtidos pela ANOSIM com indice de similaridade Bray-Curtis entre cada tratamento e
profundidade de amostragem na avaliagdo da estrutura da comunidade bacteriana do solo por T-RFLP em Itiquira
- MT, significancia nao corrigida.

TIN3-10 TIN3-20 T3N3-10 T3N3-20
TIN3-10 0,03* 0,0275% 0,0294*
TIN3-20 0,03* 0,0271* 0,0827
T3N3-10 0,0275% 0,0271%* 0,0289*
T3N3-20 0,0294* 0,0827 0,0289*

*=p<0,0510=0-10 cm; 20 = 10 - 20 cm.



46

0.22504

o

0.07504

2 (16,454 %)

faWalalalal
=n=ie

0.0750 0.1500 0.2250

-0.07504

Coordenada

-0.1500

-0.2250

-0.3000-
Coordenada 1 (22,688 %)

Figura 13. Grafico de dispersio obtido pela PCoA com indice de similaridade Bray-Curtis entre os diferentes
tratamentos e profundidades de amostragem na avaliagio da estrutura da comunidade fungica do solo por T-
RFLP em Itiquira - MT.

Tabela 14. Valores de p obtidos pela ANOSIM com indice de similaridade Bray-Curtis entre cada tratamento e
profundidade de amostragem na avaliagio da estrutura da comunidade fungica do solo por T-RFLP em Itiquira -
MT, significincia ndo corrigida.

TIN3-10 TIN3-20 T3N3-10 T3N3-20
TIN3-10 0,0958 0,0294* 0,0271%*
TIN3-20 0,0958 0,0288* 0,4037
T3N3-10 0,0294* 0,0288* 0,0313*
T3N3-20 0,0271%* 0,4037 0,0313*

*=p<0,0510=0-10 cm; 20 = 10 - 20 cm.

Em relagio ao perfil da comunidade microbiana, considerando somente a camada de 0 - 10 cm
de profundidade, o tratamento sob intensificacdo ecoldgica (T3N3) apresentou uma estruturacio
diferenciada das comunidades bacteriana e fungica do solo em rela¢do ao agrossistema regional (T1N3).
Além disso, foi observada uma diferenciacio na estrutura da comunidade microbiana entre as camadas de
0-10 cme 10 - 20 cm nos tratamentos avaliados, exceto para a comunidade fingica no agrossistema regional
(T1IN3). Considerando a camada de 10 - 20 cm, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Tais
resultados somam-se a ocorréncia de valores mais elevados de atividade enzimatica, na camada de 0 - 10 cm
de profundidade, no tratamento sob intensificagdo ecoldgica (T3N3) em relagdo ao agrossistema regional
(T1N3), indicando que a maior atividade microbiana pode estar relacionada a uma estruturagao diferenciada

na comunidade de bactérias e fungos do solo.
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5.2. Experimento de Ponta Grossa - PR

5.2.1. Atividade enzimatica e biomassa microbiana

Os resultados das analises de 3-glicosidase, fosfatase 4cida, arilsulfatase e CBM dos solos de Ponta
Grossa - PR foram submetidos a analise de variancia, obtendo-se os valores apresentados na Tabela 15. Nio
houve interagio entre as fontes de variacdo (tratamentos e profundidades de amostragem) em nenhum dos
atributos avaliados e, por isso, foram apresentados os valores médios para cada tratamento e profundidade

de amostragem na Tabela 16. Tais resultados estdo apresentados em graficos nas Figuras 14 a 21.

Tabela 15. Resumo da andlise de vatidncia pata as vatidveis 3-glicosidase, fosfatase acida, arilsulfatase e carbono da
biomassa microbiana (CBM) em resposta a diferentes tratamentos e profundidades de amostragem em Ponta
Grossa - PR.

FV GL p-Glicosidase Fosfatase acida Arilsulfatase = CBM
Tratamentos 3 0,0031* 0,2751ns 0,3185ns 0,22510s
Profundidades 2 0,0000* 0,0000% 0,0000* 0,0000*
Blocos 3 0,48860s 0,06610s 0,35470s 0,7970ns
Trat. x Prof. 6 0,09900s 0,4876ns 0,447 2ns 0,5994ns
Erro 33 - - - -
CV (*0) - 12,59 9,11 19,93 25,50

* = significancia a 5%; ™ = ndo significativo; CV = coeficiente de variacio; GL = graus de liberdade; FV = fonte de

variagao.
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Tabela 16. Valores médios para B-glicosidase, fosfatase acida, arilsulfatase e carbono da biomassa microbiana (CBM)
em solos sob diferentes tratamentos e profundidades de amostragem em Ponta Grossa - PR.

T1IN1 TIN3 T3N1 T3N3
B-Glicosidase 33b 31b 38a 33b
Fosfatase acida 319a 326 a 342 a 333 a
Arilsulfatase 94 a 83 a 82 a 84 a
CBM 176 a 168 a 198 a 203 a
Profundidade (cm)
0-10 10 - 20 20-40
B-Glicosidase 70 a 20b 12¢
Fosfatase acida 524 a 261 b 204 c
Arilsulfatase 165 a 56 b 36 ¢
CBM 258 a 154 b 147 b

Valores de atividade enzimatica expressos em mg p-nitrofenol kg! solo h'l; valores de CBM expressos em mg C kg'!

solo; médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.
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Figura 14. Atividade média de B-glicosidase em solos sob diferentes tratamentos considerando-se os valores médios
das profundidades de amostragem em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas letras mindsculas nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 15. Atividade média de B-glicosidase em solos nas diferentes profundidades de amostragem considerando-se
os valores médios dos tratamentos em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas letras mindsculas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.



50

Fosfatase acida

400
350
=
S 300
E
=, 250
4
g 200
s
£ 150
g
55 100
=
50
0

TIN1 TIN3 T3N1 T3N3

Figura 16. Atividade média de fosfatase acida em solos sob diferentes tratamentos considerando-se os valores médios
das profundidades de amostragem em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas letras mindsculas nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 17. Atividade média de fosfatase acida em solos nas diferentes profundidades de amostragem considerando-se
os valores médios dos tratamentos em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas letras mindsculas nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 18. Atividade média de arilsulfatase em solos sob diferentes tratamentos considerando-se os valores médios
das profundidades de amostragem em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas letras mindsculas nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 19. Atividade média de arilsulfatase em solos nas diferentes profundidades de amostragem considerando-se os
valores médios dos tratamentos em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas letras mindsculas nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 20. Teor médio de carbono da biomassa microbiana (CBM) em solos nas diferentes profundidades de
amostragem considerando-se os valores médios dos tratamentos em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas
letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 21. Teor médio de carbono da biomassa microbiana (CBM) em solos nas diferentes profundidades de
amostragem considerando-se os valores médios dos tratamentos em Ponta Grossa - PR. Barras com as mesmas
letras mindsculas nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em Ponta Grossa - PR, considerando os valores médios das profundidades amostradas, a
atividade da B-glicosidase foi estatisticamente superior somente no tratamento sob intensificacao ecolégica
e sem a aplicacio de N em cobertura no milho (T3N1). Isso indica que o efeito da inclusio de uma
leguminosa como planta de cobertura (ervilha) na rotagdo de culturas sobre a atividade dessa enzima ¢ mais
pronunciado no tratamento que recebe menor adubagio nitrogenada (T3N1) do que naquele que recebe

uma aplica¢io adicional de 140 kg ha'! ano! de N como adubagdo de cobertura no milho (T3N3). Esse
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resultado é corroborado pelo trabalho de Wittwer et al. (2017), o qual conclui que a inclusdo de plantas de
cobertura fornece oportunidade adicionais de aumentar a produtividade de sistemas de produgdo menos
intensivos (ex.: agricultura organica, que restringe o uso de fertilizantes sintéticos) e contribuir para a
intensificagdo ecoldgica. As atividades das demais enzimas e o CBM, também considerando os valores
médios das profundidades amostradas, ndo apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos.

Na comparag¢io dos resultados entre as diferentes profundidades de amostragem, considerando
os valores médios dos tratamentos, a atividade das enzimas avaliadas e o CBM apresentaram valores mais
elevados na camada mais superficial do solo (0 - 10 cm) em relagio as camadas mais profundas (10 - 20 cm
e 20 - 40 cm). Esse resultado é esperado de acordo com a literatura consultada, ja que a auséncia do preparo
mecanico e a manutencdo dos residuos vegetais sobre o solo no sistema plantio direto promovem maior

atividade enzimatica e teores mais elevados de CBM na camada superficial do solo.

5.2.2. Estrutura da comunidade microbiana por T-RFLP

Os dados obtidos pelo T-RFLP das comunidades bacteriana e fingica das amostras de solo
coletadas em Ponta Grossa - PR foram submetidos a PCoA, dando origem aos graficos de dispersio
apresentados, respectivamente, nas Figuras 22 e 23. A confirmacio da semelhanc¢a ou distingdo entre os

grupos foi realizada pela ANOSIM, cujos valores de p encontram-se, respectivamente, nas Tabelas 17 ¢ 18.
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Figura 22. Grafico de dispersdo obtido pela PCoA com indice de similaridade Bray-Curtis entre os diferentes
tratamentos e profundidades de amostragem na avaliacdo da estrutura da comunidade bacteriana do solo por T-
RFLP em Ponta Grossa - PR.
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Tabela 17. Valores de p obtidos pela ANOSIM com indice de similaridade Bray-Curtis entre cada tratamento e
profundidade de amostragem na avaliagdo da estrutura da comunidade bactetiana do solo por T-RFLP em Ponta
Grossa - PR, significancia ndo corrigida.

TIN1-10 T1N1-20 T3N1-10 T3N1-20
TIN1-10 0,029* 0,0285%* 0,0275%
T1N1-20 0,029* 0,0255%* 0,6265
T3N1-10 0,0285* 0,0255* 0,0307*
T3N1-20 0,0275% 0,6265 0,0307*

*=p<0,0510=0-10 cm; 20 = 10 - 20 cm.
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Figura 23. Grafico de dispersio obtido pela PCoA com indice de similaridade Bray-Curtis entre os diferentes
tratamentos e profundidades de amostragem na avaliacio da estrutura da comunidade fangica do solo por T-
RFLP em Ponta Grossa - PR.

Tabela 18. Valores de p obtidos pela ANOSIM com indice de similaridade Bray-Curtis entre cada tratamento e
profundidade de amostragem na avaliacdo da estrutura da comunidade fingica do solo por T-RFLP em Ponta
Grossa - PR, significancia nao corrigida.

TIN1-10 T1N1-20 T3N1-10 T3N1-20
TIN1-10 0.0281* 0.0265* 0.0287*
T1IN1-20 0.0281* 0.0272%* 0.1156
T3N1-10 0.0265* 0.0272* 0.0275%
T3N1-20 0.0287* 0.1156 0.0275%

*=p<0,0510=0-10 cm; 20 = 10 - 20 cm.

Em relagio ao perfil da comunidade microbiana, considerando somente a camada de 0 - 10 cm

de profundidade, o tratamento sob intensificagdo ecoldgica sem a aplicagdo de N em cobertura no milho
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(T3N1) apresentou uma estruturacio diferenciada das comunidades bacteriana e fingica do solo em relagiao
a0 agrossistema regional sem a aduba¢io nitrogenada em cobertura no milho (T1N1). Além disso, foi
observada uma diferenciacdo na estrutura das comunidades bacteriana e fingica na comparacio entre as
camadas de 0 - 10 cm e 10 - 20 cm dos tratamentos avaliados. Considerando a camada de 10 - 20 ¢m, niao
houve diferenca significativa entre os tratamentos. Tais resultados somam-se a ocorréncia de valores mais
elevados de atividade enzimética e CBM na camada de 0 - 10 cm em relagdo a camada de 10 - 20 cm de
profundidade, indicando que tais valores podem estar relacionados a uma estruturagio diferenciada na

comunidade de bactérias e fungos nessa camada mais superficial do solo.

5.3. Experimentos de ambas as regides

Comparando os resultados obtidos nos experimentos de Itiquira - MT e Ponta Grossa - PR,
primeiramente vale destacar que a resposta dos bioindicadores de qualidade do solo a diversificagdo dos
sistemas de cultivo sob plantio direto foi mais pronunciada em Itiquira - MT do que em Ponta Grossa - PR.
Por exemplo, considerando a atividade da B-glicosidase na média das profundidades amostradas no
experimento de Itiquira - MT, os valores médios expressos em mg p-nitrofenol kg-! solo h'! variaram de 26
no tratamento com monocultivo de soja sob plantio direto (RCS T1) a 55 no tratamento sob intensificacio
ecolégica (T3N3). Ja em Ponta Grossa - PR, esses valores variaram de 33 no agrossistema regional (T1N1)
a 38 no tratamento sob intensifica¢ido ecoldgica (T3N1), ambos sem a adubagdo nitrogenada em cobertura
no milho. Ou seja, em Itiquira - MT, a atividade dessa enzima foi mais que o dobro no tratamento com a
rotagdo/consorciacao de quatro espécies vegetais a cada ciclo de trés anos (T3N3) em relagao a monocultura
(RCS T1), enquanto em Ponta Grossa - PR, a variacdo de apenas 13% na atividade dessa enzima entre os
tratamentos com quatro culturas em rotagao bienal (T1N1) e cinco culturas em rotagdo quadrienal (T3N1),
apesar de estatisticamente valida, representa pouca mudanga do ponto de vista biolégico. Isso pode ser
explicado pelo fato da diferenca entre os niveis de diversificagdo de culturas dos tratamentos contrastantes
ter sido maior em Itiquira - MT do que em Ponta Grossa - PR, onde houve a inclusdo de apenas uma cultura
no esquema de rotagio.

Uma diversificagao ainda maior dos sistemas de cultivo poderia ser obtida por meio do conséreio
(coquetel ou mix) de plantas de cobertura em ambas as regiGes. A adubacio verde, realizada no presente
estudo com o monocultivo de espécies leguminosas, poderia abranger uma maior diversidade de plantas,
combinando, preferencialmente, diferentes familias vegetais. Por exemplo, nas regides de clima tropical,
onde a luminosidade e a temperatura sdo comumente elevadas, o consércio de plantas de cobertura
incluindo gramineas tropicais (metabolismo C4) levaria a um melhor aproveitamento de recursos como a
luz solar e, consequentemente, um maior aporte de biomassa vegetal no sistema solo. Além disso, a
performance de uma mistura de plantas de cobertura pode superar a média da performance individual

devido a interagoes positivas entre as espécies (WENDLING et al., 2017). Acredita-se, portanto, que essa
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maior quantidade e diversidade de matéria organica disponivel para os organismos do solo poderia resultar
em melhorias mais expressivas nos indicadores microbiolégicos de qualidade do solo nos tratamentos sob
intensificacdo ecolégica.

No que diz respeito a caracterizacdo quimica e fisica do solo dos experimentos de Itiquira - MT e
Ponta Grossa - PR, os teores mais elevados de matéria organica e argila em Itiquira - MT pode ter favorecido
um maior acimulo de enzimas abidnticas, isto ¢, adsorvidas nos complexos himico-atgilosos do solo,
explicando a maior atividade média da B-glicosidase no experimento GMP dessa regidao em comparagio a
Ponta Grossa - PR (51 vs. 34). No entanto, a atividade média da arilsulfatase teve um comportamento
inverso, sendo mais elevada no experimento GMP de Ponta Grossa - PR do que Itiquira - MT (86 vs. 30).
Os demais atributos nao apresentaram diferencas relevantes que justificassem alteracdes nos bioindicadores

de qualidade do solo entre as regiGes.
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6. CONCLUSOES

No experimento de Itiquira - MT, conclui-se que a intensificacdo ecoldgica por meio de uma
maior diversificacdo do sistema de cultivo sob plantio direto promove aumento nas atividades das enzimas
B-glicosidase, fosfatase acida e arilsulfatase na camada de 0 - 10 cm de profundidade, assim como uma
diferenciacdo na estrutura das comunidades bacteriana e fungica do solo nessa mesma camada. Na
compara¢iao dos resultados entre as diferentes profundidades de amostragem, as atividades das enzimas
avaliadas, no tratamento sob intensificacdo ecoldgica e na area sob vegetacdo nativa, e o CBM, considerando
os valores médios dos tratamentos, apresentaram valores mais elevados na camada mais superficial do solo
(0 - 10 cm) em relagdo as camadas mais profundas (10 - 20 cm e/ou 20 - 40 cm). Além disso, foi observada
uma estruturacio diferenciada da comunidade bacteriana do solo na comparac¢io entre as camadas de 0 - 10
cm e 10 - 20 cm de profundidade.

Em relagdo ao experimento de Ponta Grossa - PR, pode-se concluir que a intensificacio ecologica
por meio da diversificagdo de culturas no SPD, sem a aduba¢io nitrogenada em cobertura no milho,
promove aumento na atividade da enzima B-glicosidase na média das profundidades amostradas, assim
como uma diferenciacio na estrutura das comunidades bacteriana e fingica do solo na camada de 0 - 10 cm
de profundidade. Na comparacdo dos resultados entre as diferentes profundidades de amostragem, as
atividades das enzimas avaliadas e o CBM, considerando os valores médios dos tratamentos, apresentaram
valores mais elevados na camada mais superficial (0 - 10 cm) em relagdo as camadas mais profundas do solo
(10 - 20 cm e 20 - 40 cm). Além disso, foi observada uma estruturacio diferenciada da comunidade
microbiana do solo comparando-se as camadas de 0 - 10 cm e 10 - 20 cm.

Em conjunto, estes resultados reforcam a importancia da diversificacdo de espécies vegetais no
ambito da exploragdo dos solos agricolas, sugerindo este ser um dos pilares mais importantes para uma

agricultura mais sustentavel nas regides de clima tropical e subtropical.
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