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RESUMO

BIOATIVIDADE DO SOLO SOB PLANTIO DIRETO COM SUCESSAO E
ROTACAO DE CULTURAS

AUTORA: Mirian Barbieri
ORIENTADORA: Zaida Inés Antoniolli

A adogdo de praticas conservacionistas pode afetar as propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo, resultando em alteracdo na composi¢do e a atividade da comunidade
microbiana.O objetivo deste trabalho foi obter informagdes sobre a qualidade,
diversidade e atividade bioldgica do solo, quando submetido aos sistemas de plantio
direto escarificado e plantio direto ndo escarificado, com sucessao e rotacdo de culturas.
O experimento € conduzido na Fundagdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria, Centro de
Pesquisa de Sementes, em Juilio de Castilhos, RS, em um Nitossolo Vermelho. Os
tratamentos foram constituidos de dois tipos de manejo do solo: (1) plantio direto com
compactagdo natural e (2) plantio direto escarificado, e de uma sucessdo de culturas
(soja/trigo) e duas rotagdes, rotacdo I (soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja) e
rotagdo II (soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja). Foram
realizadas andlises referentes ao carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, atividade
enzimatica do solo (urease, fosfatase acida e Hidrdlise do Diacetato de Fluoresceina),
taxa de respiracdo basal e na andlise da diversidade genética por meio da técnica de
RAPD. O carbono e o nitrogénio da biomassa microbiana do solo foram superiores em
todos os tratamentos sob plantio direto com compactac@o natural em ambos os periodos
de coleta. O mesmo padrio pode ser observado para a atividade da enzima urease, que
apresentou valores superiores em solo com compactagdo natural. Todas as enzimas
apresentaram um incremento na sua atividade no periodo do verdo, o que demonstra que
sao influenciadas pela temperatura e umidade do solo. Para a taxa de respiragdo basal,
no periodo do inverno foram obtidos valores superiores quando comparado ao periodo
do verdo. Além disso, no inverno a maior taxa de liberacdo de CO, acumulada, foi
observada no plantio direto com compactagdo natural, sendo que o contririo foi
observado para o periodo do verdo, onde a maior taxa foi obtida em solo escarificado.
A técnica de RAPD mostrou-se eficiente na detec¢do da variabilidade genética entre os
tratamentos, agrupando-os em quatro grupos e ainda, gerou um perfil de marcadores
genéticos que podem ser utilizados em posteriores trabalhos para avaliar a diversidade
genética em solos agricolas. Com base nesses resultados pode-se concluir que o plantio
direto ndo escarificadoassociado as boas priticas de conservacdo do solo, como a
permanente cobertura por meio de residuos vegetais, contribui para um aumento nos
valores de biomassa microbiana, taxa de respiracdo e atividade enzimdtica do solo.
Além dissoa técnica de RAPD associada a outros bioindicadores tornam-se importantes
ferramentas para o monitoramento e avaliacdo da qualidade, atividade e diversidade
bioldgica do solo.

Palavras-chave:atividade enzimatica, diversidade genética, escarificagdo,
microrganismos, RAPD.



ABSTRACT

SOIL BIOACTIVITY IN NO-TILLAGE SYSTEM WITH SUCCESSION AND
CROP ROTATION

AUTHOR: MirianBarbieri
ADVISOR: ZaidaInésAntoniolli

The adoption of conservation practices can affect the physical, chemical and biological
properties of the soil, resulting changes in the composition and activity of the microbial
community. The aims of this research was to obtain information about the soil quality,
diversity and biological activity, submitted to two types of soil management (scarified
(PDE) and no-scarified tillage (PDNE)) and three types of cover management
(Succession: soybean-wheat, Rotation I: Soybean-turnip+wheat/soybean-oats+vetch and
Rotation IL: soybean-oats+vetch+turnip/corn-crotalaria juncea-
wheat/soybeans).Analyzes of carbon and nitrogen from microbial biomass, soil
enzymatic activity (urease, acid phosphatase and FDA), basal respiration rate and
genetic diversity analysis were performed using the RAPD technique. Carbon and
nitrogen from soil microbial biomass were higher in all treatments under no-scarified
no-tillage in both collection periods. The same pattern can be observed for urease
enzyme activity, which presented higher values in no-scarified no-tillage soil. All
enzymes showed an increase in their activity in the summer period, which shows that
they are influenced by temperature and soil moisture. For the basal respiration rate, in
the winter period higher values were obtained when compared to the summer period. In
addition, in the winter, the highest rate of accumulated CO, release was observed in no-
scarified no-tillage, and the opposite was observed for the summer period, where the
highest rate was obtained in scarified tillage. The RAPD technique was efficient in
detecting the genetic variability among the treatments, grouping them into four groups
and generated a profile of genetic markers that can be used in later works to evaluate the
genetic diversity in agricultural soils. Based on these results, we concluded that no-
scarified no-tillage associated with good soil conservation practices, such as permanent
coverage through plant residues, contribute to an increase in the values of microbial
biomass, respiration rate and enzymatic activity of the soil. RAPD technique associated
with other bioindicators become important tools for the monitoring and evaluation of
soil quality, activity and biological diversity.

Keywords: enzymatic activity, genetic diversity, scarification, microorganisms, RAPD.
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1. INTRODUCAO GERAL

Até meados dos anos 1980, o grande problema das lavouras produtoras do Sul
do Brasil era a erosdao hidrica, decorrente do preparo convencional do solo. O
revolvimento intenso e a incorporacdo ou queima de residuos vegetais da cultura
anterior deixavam o solo exposto a acdo erosiva das chuvas, acarretando grandes perdas
de solo, dgua, insumos agricola e sementes (OLIVEIRA et al., 2012).

A adoc¢do, em larga escala, do sistema plantio direto, a partir dessa época,
minimizou o problema. Contudo, nos ultimos anos, denota-se que falhas na
implementacdo desse sistema, t€ém promovido retrocessos na conservacdo do solo em
grande parte das lavouras. Alguns principios bdsicos do sistema plantio direto, como
rotacdo de culturas e manutencdo do solo constantemente coberto, ndo tém sido
respeitados. Como consequéncia de um conjunto de praticas inadequadas ao manejo, é
notdrio o retorno gradativo da erosao hidrica em lavouras anuais produtoras de graos no
Rio Grande do Sul, associada a alteracdes nas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo, o que compromete a estabilidade do sistema produtivo.

Em trabalho realizado por Dadaltoet al. (2015), comparando o sistema plantio
direto e preparo convencional, as parcelas sob plantio direto apresentaram incremento
nos valores de carbono da biomassa microbiana, enquanto o preparo convencional
apresentou maiores valores de quociente metabdlico (qCO,). Os dados obtidos
evidenciam que o plantio direto foi o sistema que apresentou menor interferéncia na
atividade microbioldgica do solo, concluindo que esse sistema proporciona maior
biomassa microbiana e menor perda relativa de carbono via respiracio, sendo possivel
determinar, assim, maior acimulo de carbono no solo em longo prazo. O mesmo
observa-se em trabalho realizado por Mendes et al. (2003) cujo objetivo era avaliar a
distribuicdo da biomassa microbiana e da atividade enzimatica do solo sob trés
diferentes sistemas de manejo, vegetacdo nativa, sistemaplantio direto e preparo
convencional. Concluiu-se que os sistemas de manejo (plantio direto e convencional)
influenciaram o perfil de distribuicdo das propriedades bioldgicas do solo e o sistema
plantio direto apresentou um incremento da atividade enzimadtica. Nesse sentido, fica
evidente a importancia da adocdo de préticas sustentiveis que tem por objetivo a
melhoria e a manutencao das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo.

Diante disso, para entender esse problema, € necessdrio a adocdo e o
desenvolvimento de sistemas agricolas produtivos baseados em culturas com elevado

aporte de material organico no solo, associado ao sistema plantio direto, permitindo
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geracdo de renda e manutencdo constante da cobertura do solo, tanto por plantas vivas
como por residuos vegetais (EMBRAPA, 2009).

Assim, a hipdtese a ser testada é de que o sistema plantio direto associado com a
pritica de rotacdo de culturas, possibilita a melhoria da qualidade, diversidade e
atividade bioldgica do solo. Neste contexto, o objetivodo presente estudo foi obter
informacao sobre a qualidade, diversidade e atividade bioldgica do solo, nos diferentes
sistemas de manejo, através da atividade das enzimas urease, fosfatase acida e hidrdlise
do diacetato de fluoresceina, carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, taxa de
respiracdo basal dos microrganismos e andlise da diversidade genética por meio da
técnica de RAPD (Figura 1). E como objetivos especificos, relacionar varidveis do solo
sensiveis a adocao de sistemas de manejo do solo, a fim de compor indices de qualidade
do solo, identificar sistemas sustentdveis de manejo, baseados em efeitos sobre a
qualidade do solo, monitorar e avaliar a qualidade do solo nos diferentes sistemas de
manejo do solo, caracterizar a diversidade genética por meio de técnicas moleculares e
formar recursos humanos qualificados ao desenvolvimento e identificacdo de sistemas

de manejo voltados para a preservacdo ambiental.
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Figura 1. Representacdo esquemadtica da execugao do trabalho realizado com diferentes
sistemas de uso emanejo do solo.

Bioatividade do solo sob plantio direto com sucessao e rotacao de culturas

U

Obter informagao sobre a qualidade, diversidade e atividade biolégica do solo, quando
submetido aos diferentes sistemas de manejo com sucessao e rotacdes de culturas.

U

Tratamentos:
1) Sucessado soja — trigo + compactacdo natural.
2) Sucessao soja — trigo + escarificacao.
3) Rotagdo soja — nabo + trigo / soja — aveia + ervilhaca / soja +compacta¢do natural.
4) Rotacdo soja — nabo + trigo / soja — aveia + ervilhaca / soja +escarificacao.
5) Rotacgdo soja — aveia + ervilhaca + nabo / milho —crotalariajuncea— trigo / soja + compactacao
natural.
6) Rotacdo soja — aveia + ervilhaca + nabo / milho —crotalariajuncea - trigo / soja + escarificacdo.

O

Avaliacoes:

l} | |
Biomassa Microbiana:

Carbono
Nitrogénio

Atividade Enzimatica:
Urease

Fosfatase acida

FDA

Analise Respirométrica:
Taxa de respirag¢do basal da biota do
solo

—

Diversidade genética:
RAPD

Fonte: Elaborada pela autora.

Analise estatistica:

Anélise de varidncia (ANOVA);
Teste de Tukey (5%);

Programa estatistico SISVAR.

Analise por meio dos softwares:
PyElph
STATISTICA 7.0
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2. REVISAOBIBLIOGRAFICA
2.1  SISTEMAS DE MANEJO DE CULTURAS

Os sistemas de manejo de culturas sao necessarios para sustentar a produtividade
a fim de conservar e melhorar a qualidade do solo (AZIZ; MAHMOOQOD; ISLAM,
2013).Mudangas nos sistemas ou nas prdticas de manejo das culturas, muitas vezes
resultam em alteracdes das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, que por
sua vez, refletem em sua qualidade funcional (CELIK et al., 2011; DING et al., 2011;
WOLFARTH et al., 2011).

A agricultura conservacionista com base no sistema plantio direto e na rotagdo
de culturas (HOBBS et al., 2008), adotada em mais de 100 milhdes de hectares no
mundo (DERPSCH et al., 2010), torna-se uma tendéncia atual a fim deaumentar a
produtividade do sistema, melhorando a qualidade dos solos agricolas (DANG et al.,
2015), a gestdo da dgua, disponibilidade de matéria organica (JEMAI et al., 2013) e o
controle da erosdo (PEREIRA, 2014). Grande parte do sucesso desse sistema reside no
fato de que a palha, deixada por culturas de cobertura sobre a superficie do solo, somada
aos residuos das culturas comerciais, cria um ambiente extremamente favoravel ao
crescimento vegetal e contribui para a estabilidade da produ¢do (ALVARENGA et al.,
2001) e para a recuperagdo ou manutencdo da sua estrutura (VEZZANI;
MIELNICZUK, 2009; SPERA et al., 2010).

A adocdo de praticas conservacionistas € o uso de plantas de cobertura
normalmente t€m efeito positivo na estrutura e no fluxo de dgua e ar no solo (CUNHAet
al., 2011). O preparo convencionaltem resultado, em geral, na degradacdo do solo, em
virtude de reduzir o teor de matéria organica e a estabilidade de agregados, resultando
na diminuicao da capacidade produtiva do solo.

O uso inadequado dos sistemas de manejo propicia o surgimento de erosao e
esgotamento da matéria organica do solo, que resultam em perdas de nutrientes e
produtividade (RAMOSet al., 2011). Todas as propriedades internas e inter-
relacionadas do solo, bem como a estrutura da fauna edafica e da comunidade
microbiana sdo significativamente influenciadas pelo preparo do solo (THOMASet al.,
2007).

Neste contexto, as praticas de manejo do solo ou das culturas interferem na
estrutura e, também, na atividade da comunidade microbiana do solo. Considerando que

a agricultura conservacionista, depende consideravelmente da ciclagem dos nutrientes
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da matéria organica e também, que a microbiota do solo desempenha um papel especial
nesse processo, é possivel inferir que a criacdo de condicdesfavordveis a comunidade
microbiana e a sua atividade, é de fundamental importancia para entender melhor esses
processos e ampliar o conhecimento sobre a biota do solo (SILVEIRA; FREITAS,
2007).

2.2 BIOTA DO SOLO

O solo caracteriza-se como um habitat para um grande nimero de seres macro e
microscopicos, o qual contém uma enorme diversidade de organismos que garantem o
seu biofuncionamento e sustentacio (MANHAES; FRANCELINO, 2013). Esses seres
compde a biota do solo, a qual é considerada também, o marcador biolégico para
classificacdo de ecossistemas perturbados (VENTER et al., 2016).

Os microrganismos do solo sdo reconhecidos por sua habilidade em promover
transformagdes bioquimicas dos nutrientes e por sua importdncia em prover oS
elementos nutritivos de interesse as plantas, principalmente nitrogénio, fosforo e
potassio (PAUL; CLARK, 1989).Esses nutrientes constituem a parte viva e mais ativa
da matéria organica, atuando como indicadores capazes de refletir mudancas nas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo. Todavia, sabendo-se que os
microrganismos fazem parte do solo de maneira indissocidvel, sendo responsaveis por
desempenhar importantes papéis nos processos ecoldgicos, tais como decomposi¢do da
matéria organica, mineralizacio e transformacdo de nutrientes, além de inimeras outras
reacoes bioquimicas, como também, o intemperismo de rochas (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

A biota do solo é representada por cinco grandes grupos: bactérias,
actinomicetos, fungos,algas e protozoarios (MOREIRA; CARES, 2009). Apesar de
constituirem somente 1 a 4% do carbono total e ocuparem menos de 5% do espago
poroso do solo, a diversidade e a quantidade dos microrganismos ¢ abundante.
Entretanto, como o solo € normalmente um ambiente estressante, limitado por
nutrientes, apenas 15% a 30% das bactérias e 10% dos fungos encontra-se em estado
ativo (ANDREOLLA; FERNANDES, 2007).Esses microrganismos tém sido cada vez
mais associados a qualidade ambiental, tanto por seu papel fundamental na manutengao
dos ecossistemas como por sua sensibilidade a variagcdes dos muitos fatores que incidem
sobre o ambiente.

As perturbagdes ambientais podem ser detectadas quando acontecem altera¢des

na comunidade da fauna do solo (SOUZA, 2008), tanto com relacdo a diversidade
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quanto a densidade, geradas por alguma intervencdo na cobertura vegetal ou no manejo
do solo. A diminuicdo da diversidade e a alteracdo da estrutura da populacdo de
determinados grupos da fauna edafica podem indicar um processo de degradagdao do
solo e, consequentemente, a perda de sua sustentabilidade, a médio e longo prazo. Este
fato, aliado a crescente preocupagdo com a devastacdo de ecossistemas naturais,
estimula o surgimento de estudos da comunidade microbiana como bioindicadora da
qualidade do solo (AQUINO et al., 2005).

Diante do exposto, a maioria das préticas inadequadas de manejo do solo tém
efeitos negativos sobre a diversidade e abundancia dos organismos edaficos
(LAVELLE; SPAIN, 2001). Ainda segundo Lavellee Spain (2001), dependendo de
quais sejam as alteracdes causadas nas comunidades edéficas pelas praticas de manejo
adotadas, estas podem refletir na reducdo da qualidade do solo, quando resultarem em
menor diversidade, quantidade e atividade dos organismos edéficos. Entretanto, se as
praticas de manejo do solo resultarem em alteragdes positivas nas comunidades
edaficas, isto pode possibilitar a melhoria da qualidade do solo.

Sendo assim, indicadores microbiolégicos de qualidade podem ser utilizados no
monitoramento e avaliacdo das condi¢des dos solos (KASCHUK et al., 2010; GE et al.,
2013). Entre os principais indicadores microbiol6gicos normalmente utilizados para a
avaliacdo da qualidade do solo pode-se destacar a determinacdo da biomassa
microbiana, a atividade enzimdtica do solo e a taxa de respira¢io microbiana (ARAUJO

et al., 2012; KHEYRODIN et al., 2012; BALOTA et al., 2014).

2.2.1 Biomassa microbiana

A biomassa microbiana do solo (BMS) € um indicador sensivel as mudancas no
ecossistema, pois representa o destino inicial do carbono em transformacdo no solo,
sendo influenciada pelos fatores que interferem na atividade e na densidadeda fauna
edafica, além de representar a principal fonte das enzimas do solo, responsavel quase
pela totalidade de sua atividade (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). No que se refere aos
atributos bioldgicos, a BMS fornece informacdes importantes sobre a dindmica de um
reservatorio 14bil da matéria organica do solo, ou seja, pode avaliar o tamanho da fracao
mais ativa e dindmica da matéria organica (SILVA, 2008).

A BMS € um dos componentes que controlam funcdes chaves no solo, como a
decomposicdo e o acimulo de MOS, ou transformagdes envolvendo os nutrientes
minerais. Representa, ainda, uma reserva considerdvel de nutrientes, os quais sao

continuamente assimilados durante os ciclos de crescimento dos diferentes organismos
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que compdem O ecossistema. Assim, os solos que mantém um alto contetido de
biomassa microbiana sdo capazes nao somente de armazenar, mas também de ciclar
mais nutrientes no sistema (ARA(JJ O; MONTEIRO, 2007).

Os nutrientes armazenados na BMS podem atingir valores equivalentes entre
100 e 600 kg de nitrogénio, 50 a 300 kg de fosforo, 70 kg de potéssio e 11 kg de célcio
por hectare (ha) (PEREZ et al., 2005). Como a biomassa dos microrganismos ¢
reciclada cerca de 10 vezes mais rapidamente que a fracdo organica morta do solo, tem-
se que a quantidade de nutrientes presentes nas células dos microrganismos € muito
significativa perante a ciclagem de nutrientes em todo o ecossisttma. Em condi¢Oes
ideais, a microbiota do solo permite que os nutrientes sejam, gradualmente, liberados
para a nutricdo das plantas, sem perdas por lixiviagdo. Segundo Hungriaet al. (1997), a
diminui¢do da microbiota do solo prejudica a fixacdo tempordria dos nutrientes, onde
podemos citar o carbono, nitrogénio e fésforo, dentre outros, incrementando suas perdas
e resultando no empobrecimento do solo.

Deste modo, a quantidade e composi¢do da BMS podem ser influenciadas por
diversos fatores, como por exemplo, o sistema de cultivo, a rotagdo de culturas e a
textura dos solos (VENZKE FILHO et al., 2008).0s valores mais elevados dos teores de
carbono microbiano implicam maior imobilizacdo temporaria de nutrientes e,
consequentemente, em menores perdas de nutrientes no sistema solo-planta
(MERCANTE et al., 2008).

A BMS ¢, portanto, relevante indicadora da qualidade do solo, uma vez que,
além de responder prontamente as variacdes de manejo e cultivo do solo, possibilita
estudar, por meio de sua quantificacdo, o potencial de imobilizagcdo do carbono e
nitrogénio e os seus consequentes efeitos no sistema solo (MARCHI, 2010).

Assim, o parametro da BMS e sua atividade tem sido considerada mais sensivel
as mudangas iniciais no conteido total da MOS, podendo ser utilizada para indicar o
nivel de degradacdo ou alteragdes na qualidade do solo, em funcdo do uso e praticas de

manejo utilizadas (TRANNIN et al., 2007).

2.2.2 Atividade biolégica do solo
2.2.2.1 Atividade enzimdtica

A atividade enzimadtica no solo fornece informacdes tteis sobre os mecanismos
de sensibilidade microbiana ao carbono e nitrogénio. As enzimas podem ser divididas
em enzimas hidroliticas que sdo responsdveis pela aquisi¢ao de carbono (C), nitrogé€nio

(N) e fosforo (P) para suportar o metabolismo primdrio, e enzimas oxidativas, que
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degradam compostos recalcitrantes, como a lignina para a aquisicio de nutrientes
(TIEMANN; BILLINGS, 2011).

Estes grupos de enzimas podem responder de forma diferente para a adi¢do de C
e N e para as diferentes préticas de manejo do solo (CUSACK et al., 2011; GRANDY et
al., 2013). Cusack et al. (2011) verificaram que a adicdo de N aumentou a atividade de
algumas enzimas hidroliticas, mas diminuiu a atividade das enzimas oxidativas em duas
florestas tropicais. Wang et al. (2015) relataram que as crescentes aplicagdes de
nitrogénio aumentaram a atividade da N-acetil-glicosaminidase, mas diminuiu a
atividade B-glicosidase em uma pastagem na China. Sendo assim, as enzimas do solo
sao mediadoras diretas no catabolismo biolégico do solo organico e dos componentes
minerais (NIELSEN; WINDING, 2002), por isso tém sido sugeridas como potenciais
indicadores da qualidade do solo.

Em trabalho realizado por Silveira (2007), foram utilizadas a atividade
enzimatica de B-glicosidase, urease efosfatase dcida como indicador das altera¢des do
solo. Nesse trabalho, foi observado que a atividade enzimética foi influenciada pela
quantidade de carbono organico no solo proveniente do plantio direto ou por deposi¢dao
da mata nativa. A autora conclui que o carbono organico além de ser aproveitado como
fonte de energia pelos microrganismos, protege as enzimas do ataque de enzimas
proteoliticas, permanecendo de forma constante no solo (SILVEIRA, 2007). Em
trabalho semelhante, Matsuoka (2006), concluiu que as enzimas [-glucosidase,
fosfatase 4cida, urease e amidase sdo sensiveis a mudanca do manejo da cultura
podendo indicar alteracdes no solo. Dessa forma, estudos sobre a atividade das enzimas
sao bons indicativos de qualidade e sustentabilidade do solo cultivado
(EVANGELISTA et al., 2012).

A escolha das enzimas que serdo analisadas para avaliar a qualidade do solo
baseia-se na sua sensibilidade ao manejo do solo, na decomposi¢ao da matéria organica
e na capacidade de funcionamento da andlise (SILVEIRA, 2007). As enzimas mais
utilizadas para avaliar a qualidade do solo s@o as hidrolases, as quais sdo diretamente
relacionadas aos ciclos dos principais elementos do solo.

A enzima fosfataseé fundamental na mineralizacdo do fosforo, sendo também
responsavel pelo ciclo deste elemento no solo. Elas estio amplamente distribuidas no
solo e sdo amplamente estudadas devido ao fato de hidrolisarem o fésforo organico em
fosforo inorganico, tornando-o assim disponivel para as plantas. De acordo com

Tabatabai (1994), as fosfatases podem ser classificadas de acordo com seu pH 6timo de



23

acdo, podendo ser classificadas como fosfatase acida (pH 6,5) ou fosfatase alcalina (pH
11).

As ureases participam do ciclo do nitrogénio, contribuindo com a liberacao de
nitrogénio organico. Estas sdo enzimas que catalisam a reacdo de hidrélise da ureia a
duas moléculas de amonia e uma de diéxido de carbono. Apresentam ampla distribui¢do
em plantas, fungos e bactérias, mas ndo sdo sintetizadas por animais (DICK et al.,
1996).

Além das enzimas responsdveis pelas reacdes de hidrélise, os microrganismos
liberam para o solo lipases, proteases e esterases. Essas enzimas ndo sdo especificas e
estdo envolvidas na degradagdo de residuos orgéanicos (SILVEIRA, 2007). Associada a
isso, a hidrélise do Diacetato de Fluoresceina (FDA) € amplamente aceita como um
método enzimdtico capaz de medir todas as atividades microbianas, seja de populagcdes
cultivdveis ou naocultivdveis, em uma grande variedade de amostras ambientais, visto
que enzimas extracelulares como esterases, lipases e proteases, que sdo abundantes no
solo e estdo envolvidas na decomposi¢cdo de muitos tipos de tecidos, possuem a
capacidade de catalisar a hidrélise de FDA (RIBEIRO et al., 2015). Além disso, o
método costuma correlacionar-se bem com algumas das mais precisas medi¢des de
biomassa e incorporagdo de carbono. A habilidade de hidrolisar FDA mostra-se muito
difundida, especialmente entre os maiores decompositores, bactérias e fungos (ADAM;
DUNCAN, 2001; GREEN et al., 2006).

De forma geral, as atividades das enzimas do solo, urease, fostase, lipase,
esterase e protease, tornam-se reduzidas em solos manejados quando comparadas com
solos sob campos nativos (CARAVACA et al., 2002). Dessa forma, a determinacdo da
atividade enzimdtica do solo tem mostrado possuir sensibilidade para indicar
modificagdes promovidas por sistemas de manejo do solo em curtos espagos de tempo

(ROLDAN et al., 2005).

2.2.2.2 Taxa de respiragcdo microbiana

A taxa de respiracdo microbiana e/ou respiracdo basal, é a soma total de todas as
funcdes metabdlicas nas quais o CO, € produzido, descrevendo o nivel da atividade
microbiana, permitindo assim, inferéncias sobre o teor e a decomposicio MOS
(LOPESet al., 2010; MOURA et al., 2015).

A respiracdo microbiana € a oxidagdo bioldgica da matéria organica a CO, pelos
microrganismos aerébios e ocupa uma posi¢cdo chave no ciclo do carbono nos

ecossistemas terrestres. A avaliagdo da respiragdo do solo € a técnica mais frequente
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para quantificar a atividade microbiana, sendo positivamente relacionada com o
contetdo de MOS e com a BMS (ARAIjJ O; MONTEIRO, 2007).

As bactérias e os fungos sao os principais responsaveis pela maior liberagdo de
CO, via degradacdo da MOS (PEIXOTO, 2010). Assim como em outros processos
metabolicos, essa degradacio é dependente do estado fisiolégico da célula microbiana e
¢ influenciada por diversos fatores do solo, como: umidade, temperatura, estrutura,
disponibilidade de nutrientes, textura, relacdo C/N, presenca de residuos organicos,
entre outros (TANG et al., 2006; SILVA et al., 2010).

A respiracdo microbiana pode ser avaliada em campo, sob condicdes naturais, ou
em laboratorio. Nas condicdes de laboratorio, a respiracao tem sido usada em estudos
sobinfluénciade varios atributos fisicos do solo, como temperatura e umidade
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A mensuragdo da taxa de respiracdo microbiana em laboratério pode ser
realizada através da quantificacdo do O, consumido ou do CO, liberado do solo. A mais
utilizada € pela quantificacdo do CO; liberado, podendo ser avaliada através de titulacao
(quando capturado por NaOH ou KOH), cromatografia gasosa, "C ou por
espectroscopia de infravermelho (SILVEIRA, 2007).

A combinag¢do das medidas da BMS e respiragdao do solo fornecem a quantidade
de CO, evoluida por unidade de biomassa, denominada quociente metabdlico ou
respiratério (qCO;). O qCO; indica a eficiéncia da biomassa microbiana em utilizar o
carbono disponivel para biossintese, sendo também um sensivel indicador para estimar
a atividade bioldgica e a qualidade do substrato (ARAIjJ O; MONTEIRO, 2007).

Assim, a fertilidade natural do solo depende significativamente da ciclagem de
MOS que é mediada pela taxa de respiracdo microbiana. O declinio na atividade
microbiana terd alto impacto na fertilidade natural do solo, com grandes efeitos nos

ecossistemas naturais e implementados(BROOKES, 1995).

2.2.3 Diversidade genética do solo

Os microrganismos do solo representam a forma de vida mais abundante e
diversificada do planeta (WHITMAN etal., 1998). Coletivamente chamados de
microbiota do solo, sdo representados por cinco grandes grupos: bactérias,
actinobactérias, microfungos, algas e protozodrios, sendo, entretanto, adiversidade tao
vasta quanto desconhecida (ANDREOLA; FERNANDES, 2007).

A microbiota do solotem papel essencial na ciclagem de nutrientes, formagao do

himus, degradagdo de substancias xenobiontes, formacao e manuten¢ao da estabilidade
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de agregados e fluxo de gases, dentre outras fungdes (CARMOet al., 2005). Assim,
processos que interfiram na diversidade genética e, ou, funcional da microbiota dos
solos podem contribuir para a alteracao de sua qualidade (LAMBAISet al., 2005).

O estudo da diversidade genética dos solos pode ajudar na identificagao
dealteracdes ambientais causadas por fatores bidticos e abidticos e por préticas
antropogénicas (TAMILSELVI et al., 2015), incluindo a aplicacdo de fertilizantes,
pesticidas e outras praticas agrondmicas, como o revolvimento do solo, além de
fornecer informacoes essenciais para avaliar a qualidade e a sustentabilidade do solo
(YANG; ZHANG, 2014; TAUTGES et al., 2016).

O estudo da diversidade genética da comunidade microbiana do solo pode ser
realizado utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). Esses marcadores sdo os mais utilizados
quando nao existe nenhum conhecimento genético prévio dos microrganismos a serem
estudados. Eles se baseiam na amplificacao aleatdria de fragmentos de DNA através da
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), utilizando primers de sequéncia aleatdria
(WILLIAMS et al., 1990).

Neste sentido, considerando que poucos estudos sobre a diversidade genética do
solo sdo realizados, e que propriedades edafocliméticas influenciam no comportamento
dos seres no planeta, este trabalho procura explicar a relagdo ecoldgica de
microrganismos nas diferentes condi¢des de uso e manejo do solo no Sul do Brasil.
Assim serd possivel avaliar o efeito de diferentes manejos e cultivos adotados, sobre

a atividade microbiol6gica do solo neste ambiente.
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RESUMO

A adocdo de préticas conservacionistas alteram as propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas do solo, influenciando a composi¢do da comunidade microbiana. O
trabalho objetivou obter informacao sobre a qualidade, diversidade e atividade bioldgica
do solo, quando submetido a dois tipos de manejo do solo (plantio direto escarificado
(PDE) e néo escarificado (PDNE)) e trés tipos de manejo de cobertura (Sucessdo: soja-
trigo, Rotacdo [I: soja-nabo+trigo/soja-aveia+ervilhaca/ e Rotacdo II: soja-
aveia+ervilhaca+nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja). Foram analisadas a biomassa
microbiana, atividade enzimatica, taxa de respiracdo basal e diversidade genética do

solo, nos periodos do verdo (fevereiro/2016) e inverno (setembro/2016). O carbono

! Este artigo foi elaborado de acordo com as normas da Revista de Ciéncias Agrarias.
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enitrogénio da biomassa microbiana foram superiores nos tratamentos sob PDNE.
Todas as enzimas apresentaram incremento na atividade no periodo do verdo. Para a
respiracdo basal dos microrganismos, a menor taxa de CO, acumulada foi no periodo do
verdo em solo sob PDNE. Detectou-se variabilidade genética através da técnica de
RAPD, reunindo os tratamentos em quatro grupos. Pode-se concluir que o sistema
PDNE associado a rotagdo de culturas contribui para aumentar a biomassa microbiana e
atividade enzimatica no solo. Além disso, a técnica de RAPD associada a outros
bioindicadores tornam-se importantes ferramentas para o monitoramento da qualidade
do solo.

Palavras-chave:atividade  enzimdtica,  diversidade  genética,  escarificacdo,

microrganismos, RAPD.

SUMMARY

The adoption of conservation practices affect the physical, chemical and biological
properties of the soil, altering the composition of the microbial community. The
objective of this research was to obtain information about the soil quality, diversity and
biological activity, of the soil when submitted to two types of soil management
(scarified (PDE) and no-scarified tillage (PDNE)) and three types of cover management
(Succession: soybean-wheat, Rotation I: Soybean-turnip+wheat/soybean-oats+vetch and
Rotation II: soybean-oats+vetch+turnip/corn-crotalaria juncea-wheat/soybeans). The
microbial biomass, enzymatic activity, basal respiration rate and soil genetic diversity
were analyzed during the summer (february/2016) and winter (september/2016) periods.
The carbon and nitrogen of the microbial biomass were higher in treatments under
PDNE. All enzymes showed an increase in the activity during the summer period. For
the basal respiration of the microorganisms, the smallest accumulated CO, rate was in
the summer period under PDNE. The RAPD technique proved to be efficient in the

detection of genetic variability, combining treatments in four groups. We concluded that
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PDNE associated with crop rotation contributes to increase the levels of microbial
biomass and soil enzymatic activity. In addition, the RAPD technique associated with
other bioindicators become important tools for the monitoring and evaluation of soil
quality.
Keywords:Enzymatic activity, genetical diversity, scarification, microorganisms,

RAPD.

4.1 INTRODUCAO

Até meados dos anos 1980, o grande problema das lavouras produtoras do Sul
do Brasil era a erosdao hidrica, decorrente do preparo convencional do solo. O
revolvimento intenso e a incorporacdo ou queima de residuos vegetais da cultura
anterior deixavam o solo exposto a a¢do erosiva das chuvas, acarretando grandes perdas
de solo, dgua, insumos agricola e sementes (OLIVEIRA et al., 2012).

A adoc¢do, em larga escala, do sistema plantio direto, a partir dessa época,
minimizou o problema. Contudo, nos ultimos anos, denota-se que falhas na
implementacdo desse sistema, tém promovido retrocessos na conservagao do solo em
grande parte das lavouras. Alguns principios bdsicos do sistema plantio direto, como
rotacdo de culturas e manutencdo do solo constantemente coberto, ndo tém sido
utilizados. Como consequéncia de um conjunto de praticas inadequadas ao manejo, é
notdrio o retorno gradativo da erosao hidrica em lavouras anuais produtoras de graos no
Rio Grande do Sul, associada a alteracdes nas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas do solo, o que compromete a estabilidade do sistema produtivo.

Tais alteragdes provocadas pelaspraticas de manejo puderam ser observadas em
trabalho realizado por Dadaltoet al. (2015), que ao comparar osistema plantio direto e
preparo convencional, as parcelas sob plantio direto apresentaram incremento nos

valores de carbono da biomassa microbiana, enquanto o preparo convencional
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apresentou maiores valores de quociente metabdlico (qCO,). Os dados obtidos
evidenciam que o plantio direto foi o sistema que apresentou menor interferéncia na
atividade microbioldgica do solo, concluindo que esse sistema proporciona maior
biomassa microbiana e menor perda relativa de carbono via respiracio, sendo possivel
determinar, assim, maior acimulo de carbono no solo em longo prazo. O mesmo
observa-se em trabalho realizado por Mendes et al. (2003) cujo objetivo era avaliar a
distribuicdo da biomassa microbiana e da atividade enzimatica do solo sob vegetacao
nativa, sistema de plantio direto e preparo convencional. Concluiu-se que os sistemas de
manejo (plantio direto e convencional) influenciaram o perfil de distribuicdo das
propriedades bioldgicas do solo e a atividade enzimdtica mostrou um incremento no
sistema plantio direto. Nesse sentido, fica evidente a importancia da adog¢do de praticas
sustentdveis que tem por objetivo a melhoria e a manutengdo das propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo.

Diante disso, para entender esse problema, € necessdrio a adogcdo e o
desenvolvimento de sistemas agricolas produtivos baseados em culturas com elevado
aporte de material organico ao solo, permitindo manutencdo constante da cobertura do
solo, tanto por plantas vivas como por residuos vegetais agricolas (EMBRAPA, 2013).
Assim, o objetivo do presente estudo foi obter informacdo sobre a qualidade,
diversidade e atividade bioldgica do solo, nos diferentes sistemas de manejo do solo,
através da atividade das enzimas urease, fosfatase acida e hidrdlise do diacetato de
fluoresceina, carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, taxa de respiracao basal dos

microrganismos e andlise da diversidade genética por meio da técnica de RAPD.

42  MATERIAL E METODOS

4.2.1 Caracterizacao da area experimental
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O experimento vem sendo conduzido desde 2013 na &4rea experimental
pertencente a Fundagao Estadual de Pesquisa Agropecudria (FEPAGRO), no municipio
de Julio de Castilhos, na regido central do Estado do Rio Grande do Sul, situado o
29°13°39” de latitude sul e a 53°40°38” de longitude oeste (LONDERO, 2015).0 solo é
classificado como um Nitossolo Vermelho (EMBRAPA, 2013). Anteriormente a
instalacdo do experimento, a drea vinha sendo ha20 anos cultivada sob semeadura direta
com soja no verdo e trigo, aveia e azevém no inverno. A escarificagdo do solo foi
realizada em outubro de 2013, anteriormente a instalacdo do experimento, utilizando-se
de escarificador de sete hastes, atuando até 30 cm de profundidade. O cultivo das
culturas comerciais e de cobertura de solo que constituem o manejo de cobertura foi
conduzido de forma mecanizada, sob semeadura direta, de acordo com as
recomendacdes técnicas para cada cultura.
O delineamento experimental € composto de blocos ao acaso com trés repeti¢des
e parcelas de 3,5 x 22 m, totalizando uma &rea de 77 m? por parcela. Os tratamentos
consistem de 1 sucessdo e 2 rotacdes de culturas associadas ao sistema plantio
diretoescarificado e ndo escarificado, totalizando 6 tratamentos: T1) Sucessdo soja-
trigo + compactacdo natural; T2) Sucessao soja-trigo + escarificagdo; T3) Rotacdo soja-
nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja + compactac@o natural; T4) Rotacdo soja-nabo
+ trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja + escarifica¢do; T5) Rotacao soja-aveia + ervilhaca +
nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja + compactacao natural; T6) Rotacdo soja-aveia

+ ervilhaca + nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja + escarificagao.

4.2.2 Solo para analise microbioldégica
O solo foi coletado na camada de 0-10 cm de profundidade, com auxilio de trado
calador, onde foram excluidos os residuos vegetais da superficie. Foram coletadas 8sub-

amostras em ‘“zigue-zague” na parcela para a formagao das amostras compostas de cada
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unidade experimental. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e colocadas
em caixas de isopor com gelo para a preservacao do material biolégico (SULEIMAN et
al., 2013). As amostragens foram realizadas em duas épocas do ano, verdo
(fevereiro/2016) e no inverno (setembro/2016). Na sequéncia, o material foi
transportado até o Laboratério de Biologia do Solo e Microbiologia do Ambiente
Professor Marcos Rubens Fries da Universidade Federal de Santa Maria, onde foram
peneiradas (2 mm), homogeneizadas e refrigeradas a 4°C, com umidade de campo, até o
momento da realizacdo das andlises. Retirou-se 5 gramas de solo de cada uma das
amostras para a determinag¢do do teor de umidade, realizada através de secagem em
estufa a 105°C por um periodo de 24 horas. A umidade do solo foi determinada pela
diferenca de peso do solo antes e depois da secagem. Também foi realizada a
caracterizacdo quimica do solo antes do plantio da soja na safra 2015/16, pelo

Laboratério de Andlises Quimicas da FEPAGRO, em Porto Alegre, RS (Tabela 1).

Tabela 1: Caracterizacdo dos atributos quimicos do solo na camada de 0-10 cm, antes

do cultivo da soja (safra 2015/16).

Atributos T1? T2 T3 T4 T5 T6
Argila (%) 48,3a* 50,1a 46,32 48,8a 50,32 49,3a
Matéria Organica (%) 2,7a 2,5a 2.9a 3a 2,9a 2,7a
pH (H,0) 5,2a 5,3a 5,4a 4,8a 5,1a 4,9a
Ca trocavel (cmoldm’3) 4,9a 4,8a 6,7a 4,4a Sa 4,2a
Mg trocavel (cmol dm’3) 1,6a 1,5a 1,8a 1,7a 1,8a 1,5a
Al trocavel (cmoldm’3) 0,3a 0,2a 0,2a 0,2a 0,4a 0,4a
P disponivel (mg dm'3) 27,7a 22a 16a 17,2a 23,3a 18a
K trocédvel (mg dm'3) 211,6a 237,5a 202a 248,5a 203,6a 227,5a
Capacidade de troca de cétions a pH 7,0 12,5a 11,8a 14a 12,3a 13,6a 12,5a
Saturacdo por bases (%) 58,9a 61,5a 64,6a 57,5a 56a 52,6a

*Letras iguais na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%. " T1: Sucessdo
soja-trigo + compactac¢do natural; T2: Sucessdo soja-trigo + escarificacdo; T3: Rotacdo soja-nabo +
trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja + compacta¢do natural; T4: Rotacdo soja-nabo + trigo/soja-aveia +
ervilhaca/soja + escarificacdo; TS: Rotacdo soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotaldriajuncea-
trigo/soja + compactacdo natural e T6: Rotagdo soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotaldriajuncea-

trigo/soja + escarificacdo.
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4.2.3 Biomassa microbiana
4.2.3.1 Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana

Para a determinagdo do carbono e do nitrogénio da biomassa microbiana do solo
foi utilizada a metodologia de fumigacdo-extracdo proposta por Vanceet al. (1987), este
método € baseado em duas etapas. A primeira etapa, fumigacdo, tem o objetivo de
promover o rompimento da parede celular liberando o contetdo intracelular e a segunda
etapa, a extracdo, tem o objetivo quantificar a biomassa microbiana. Para isso, o solo,
ainda umido, foi homogeneizado em peneira de malha 2 mm, onde também foram
retirados os residuos vegetais. ApOs esse preparo foram pesadas subamostras desse solo
onde metade seguiu para fumigacao.

O processo de fumigacdo consiste em incubar as amostras em estufa a vacuo
(TE-395, Tecnal) sob atmosfera de cloroférmio, retirando-se o ar do interior do
dessecador com auxilio de uma bomba de vicuo (TE-0581, Tecnal), repetindo esta
operacdo até a percep¢do do borbulhamento do cloroférmio. Apds 24 horas de
fumigacdo, as amostras fumigadas e ndo fumigadas seguiram para o processo de
extracdo, onde foram transferidas para frascos de vidro do tipo ‘“‘snap-cap”, com
capacidade para 100 mL, contendo solucdo de K»SO4 0,5 mol L com pH ajustado para
6,5-6,8. Posteriormente, os frascos foram agitados por 30 minutos em agitador
horizontal, apds passaram por um periodo de decantacdo e foram filtrados em papel
filtro qualitativo. Os extratos filtrados foram utilizados para determinagao do carbono
em analisador elementar (TOC-L/TN, Shimadzu).

Os cdlculos de C e N da biomassa microbiana seguiram da seguinte forma: C
(mg kg'1)= (Cf-Cn)/Kc, onde Cf= Carbono do solo fumigado, Cn= Carbono do solo ndo
fumigado e Kc= fator de correcdo (0,41) e N (mg kg'1)= (Nf - Nn)/Kn, onde o fator de

correcao Kn= 0,54.



38

4.2.4 Atividade enzimatica do solo
4.2.4.1 Urease

A atividade da enzima urease foi determinada conforme (Dick et al., 1996).
Foram pesados 5g de solo em tubos tipo Falcon e adicionados 9mL da solucao de Tris
hidroximetilaminometano (THAM) 0,05M e 1 mL da solu¢do de ureia 0,2M e apds
mantidas em incubadora BOD (MA415, Marconi) a 37°C por duas horas, com exce¢ao
dos controles. Para o preparo das amostras controles, a solu¢do de ureia 0,2M foi
adicionada apdés o periodo de incubacdo das amostras com a solu¢do de Tris
hidroximetilaminometano (THAM) 0,05M. Apdés o periodo de incubagcdao a 37°C,
retiraram-se as amostras e foi adicionado 30 mL de solucdo refrigerada de KCIl-Ag;SOy,
posteriormente, o volume foi ajustado para 50 mL com adi¢do de KCI-Ag,SO4 e os
frascos foram invertidos manualmente 10 vezes, a fim de homogeneizar o contetido. A
determinagio do N-NH,4" na suspensdo de solo foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Tedescoet al. (1995), onde uma aliquota de 20 mL da solucdo foi
transferida para um tubo de digestao de 100 mL, e seguiu para destilagdo a vapor desta
solucdo com 0,2 g de MgO por 5 minutos. A atividade da enzima urease foi expressa

em microgramas de N-NH," liberados por hora por grama de solo seco.

4.2.4.2 Fosfatase dcida

A atividade da enzima fosfatase acida foi determinada conforme (Dick et al.,
1996), com adaptacdes propostas por Verchot e Borelli (2005). Amostras de 1g de solo
foram pesadas em tubos tipo Falcon, em seguida, foram adicionados 4mL de solugdo
MUB pH 6,5 (Tris hidroximetilaminometano + 4cido mal€ico + 4cido citrico + acido
bérico — dissolvido em 488 mL de solucdo de NaOH 1 mol L") em todos os tubos e 1

mL de solucdo de PNP 0,5 M L (p-nitrofenil fosfato dissédico), com excecdo dos
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controles. Apds, as amostras foram mantidas em incubadora a 37°C por uma hora,
também foram preparadas as amostras controle (solo sem adicao da solu¢ao de PNP).

Passado o periodo de incubagdo, foi adicionado 4mL de solu¢do de NaOH 0,5
mol L'l, 1 mL de CaCl; 0,5 mol L'l, parando a atividade da enzima fosfatase e 1 mL de
PNP 0,5M (somente nos controles). Apds isso as amostras foram filtradas em papel
filtro (Whatmann® 4). A intensidade da colora¢do amarela do extrato foi determinada
em espectrofotdmetro (UV-M51 UV-VISIVEL, BEL Engineering) a 410 nm e a
quantidade de p-nitrofenol formada na amostra foi determinada com base em uma curva
padrao preparada com concentracdes conhecidas de p-nitrofenol (0, 10, 20, 30, 40, 50
mg de p-nitrofenol mL™"). A atividade da enzima fosfatase foi expressa em microgramas

de p-nitrofenol liberados por hora por grama de solo seco.

4.2.4.3 Hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA)

A determinagao da hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA) foi realizada de
acordo com Green et al. (2006). O método tem como principio a permanéncia da
fluoresceina na célula causando fluorescéncia intracelular que pode ser quantificada por
espectrofotometria. Para isso, 1g de solo foi incubado com 20 mL de solu¢do tampao de
fosfato de s6dio 60 mM e 0,1 mL de solucdo de FDA 4,8 mM a 25°C em shakersob
agitacdo de 100rpm durante 2 horas, neste momento também foram preparadas as
amostras controle (solo sem adicao da solu¢do de FDA 4,8 mM). Apés, foi adicionado
em cada amostra 20 mL de acetona com o objetivo de cessar a reacdo enzimatica e 0,1
mL da solu¢do de FDA nas amostras controle. As amostras permaneceram paradas para
que as particulas sdlidas pudessem decantar, posteriormente foram filtradas em papel
filtro (Whatman n° 4).

A intensidade da colorag¢do do extrato foi medida em espectrofotdmetro a 490

nm, e a concentracdo de fluoresceina foi calculada a partir da equacdo da reta obtida
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através de uma curva padrdo preparada com concentracdes conhecidas de fluoresceina
(10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 200, 250 e 300 ug de fluoresceina), sendo a
atividade enzimdtica expressa em microgramas de fluoresceina liberados por hora por

grama de solo seco.

4.2.5 Atividade microbiana do solo
4.2.5.1 Taxa de respiragdo basal

A taxa respiracdo basal foi estimada através da quantidade de CO; liberado do
solo durante um periodo de 21 dias de incubacio, utilizando metodologia proposta por
Stotzky (1965).

As unidades experimentais foram constituidas de recipientes de vidro de
aproximadamente 1L, ficando hermeticamente fechados. Foram utilizadas amostras de
100g de solo, mantidas em incubadora com temperatura de 26°C e com umidade
corrigida para o peso do solo seco. Também foram utilizados trés recipientes sem solo
como controle.

O CO; liberado foi capturado por 20 mL de uma solu¢do de NaOH 0,5 M,
adicionada em copos plésticos junto ao solo no recipiente de 1L. Apds 7 dias de
incubacgdo, o NaOH 0,5 M foi quantificado por titulacdo com solucao de HCI 0,5 mol L
! sendo adicionado imediatamente antes 1 mL de BaCl, 1M, para impedir que o
Na,CO; formado através do processo de respiracao fosse desdobrado em NaOH + CO,.
Posteriormente, acrescentaram-se trés gotas de indicador dcido/base fenolftaleina 1%.

Novos copos plasticos com 20 mL de solu¢do de NaOH 0,5 M foram colocados

nos frascos de vidro para subsequentes periodos de incubacdo. Foram realizadas trés

titulacOes, sendo aos 7, 14 e 21 dias apds a incubagao.
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A diferenca entre o volume de 4cido necessdrio para neutralizar o NaOH 0,5 M
nos recipientes testemunhas e nos tratamentos, equivale a quantidade de CO, produzida

pelos microrganismos do solo.

4.2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando
ocorreram diferencas significativas pelo teste F, se aplicou as médias, o teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia, com o auxilio do programa estatistico SISVAR

(FERREIRA, 2000).

4.2.7 Analise molecular

O solo utilizado para andlise molecular foi coletado na camada de 0-10 cm de
profundidade, onde foram excluidos os residuos vegetais da superficie.

As amostragens foram realizadas em ‘“zigue-zague” na parcela com trado
calador, sendo sempre esterilizado com dlcool 70% entre um tratamento e outro.O solo
foi acondicionado em tubos tipo Falcon de 15 mL e colocado em caixas de isopor com
gelo para a preservacdo do material bioldgico. Apds, foi transportado até o Laboratério
de Biologia do Solo e Microbiologia do Ambiente da UFSM, onde foi mantido a -20°C
até o momento da realizacao da andlise molecular.

Para a extracdo do DNA gendmico total, 250 mg de solo foram processados
usando o Kit Power Soil® (MOBIO, Carlsbad, CA, USA), seguindo o protocolo do
fabricante. As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop® e os
resultados foram baseados no grau de pureza entre 1,8 a 2,2 sob comprimento de onda
260/280 nm.

Foram testados 11 primers(Tabela 2) e as reagdes de amplificacdo foram

preparadas em volume final de 10 puL contendo 10x Taq buffer, 25 mMDNTPs, 25
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pmolprimers, 2mM MgCl,, 1U/ul Tag DNA polimerase, 10 ng DNA e dgua ultrapura
(HARRY et al., 2001; GAO et al., 2010b).

Essas reagdes foram realizadas com uma etapa inicial de desnaturacdo de 2
minutos a94°C, seguida por 45 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 1 minuto,
anelamento a 36°C durante 1 minuto e alongamento a 72°C durante 1,5 minutos, com
extensdo final a 72°C durante 5 minutos. Os produtos da amplificacdo foram

visualizados em gel de agarose 1,2%.

Tabela 2: Codigos e sequéncias dos primers de RAPD utilizados neste estudo(GAO et
al., 2010b; HARRY et al., 2001).

Codigo Sequéncia (5’ - 3°) Amplificagdo
C06 GAACGGACTC Nio
C20 ACTTCGCCAC Nio
D04 TCTGGTGAGG Nio
D10 GGTCTACACC Nio
D16 AGGGCGTAAG Nio
D18 GAGAGCCAAC Nio
PS1 TAGGCGGCGG Nio
PS2 CTGCTGGGAC Sim
PS3 GAGGCCCGTT Nio
PS4 GTCGCCGTCA Sim
PS5 CTCCCCAGAC Sim

A andlise dos resultados foi realizada através da presenca (“1”’) e auséncia (“0”)
de bandas utilizando o software PyElph (PAVEL e VASILE, 2012) e a andlise dos
componentes principais (PCA) foi realizada através do software STATISTICA 7.0

(Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

43  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Biomassa microbiana

4.3.1.1 Carbono e nitrogénio da biomassa microbiana
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Durante o periodo do inverno (setembro/2016), nao foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos para o carbono da biomassa microbiana (CBM). Ja
para a coleta realizada no verao (fevereiro/2016), o tratamento 5 (T5), que corresponde
ao sistema de rotacdo II associada ao plantio direto ndo escarificado, apresentou um
incremento no CBM quando comparado com os demais tratamentos, apresentando valor
de 102,84 mg kg™ solo seco. Os menores valores foram observados para os tratamentos

1e2 (T1eT2),sendo 87,98 e 83,99 mg kg'1 solo seco, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Biomassa microbiana entre os diferentes tratamentos nas diferentes épocas de

amostragem do solo.

Sucessao Rotacio I Rotacio I
Verdo Inverno Verao Inverno Verao Inverno

CBM (mg kg solo seco)

PD nio escarificado 87,98Ab 144,23Aa  94,07Aab 148,70Aa. 102,84Aa 155,48Aa

PD escarificado 83,99Aa 130,35Aa 92.43Aa 146,73 Aa. 92,97Ba 153,15Aa
NBM (mg kg™ solo seco)

PD nio escarificado 12,40Ab 12,77Aa 12,76 Aab 14,77 Ao 14,51Aa 14,21Aa

PD escarificado 11,10Aa 12,05A0 12,48Aa 13,85A0 12,62Aa 13,21Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna, mindscula na linha (verdo) e letras gregas na
linha (inverno), ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%. PD: Plantio direto; CBM:
Carbono da Biomassa Microbiana; NBM: Nitrogénio da Biomassa Microbiana; Sucessdo: Soja-trigo;
Rotacdo I: Soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja; Rotacdo II: Soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-

crotaldriajuncea-trigo/soja.

Ao estudar a comunidade microbiana em solos com elevado aporte de cobertura
vegetal e auséncia de revolvimento para a cultura da soja Alves et al. (2011)
encontraram valores relativamente maiores de CBM, para a regido centro-oeste do
Brasil, tendo em vista o acimulo de material organico, que fornece maior fonte de
nutrientes para o desenvolvimento da comunidade microbiana. Esses resultadossdo
semelhantes aos obtidos por Eekerenet al. (2008), que observaram valores de biomassa

microbiana mais elevados em solos sob plantio direto, em relacdo ao sistema que
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empregava a escarificagdo do solo. O aumento da biomassa microbiana do solo estd
correlacionado com a adocao do plantio direto e com o aumento da adi¢do de residuos
culturais na superficie do solo (LISBOAet al., 2012a).

Semelhantemente ao CBM, o nitrogénio da biomassa microbiana (NBM), nao
apresentou diferenca estatistica para as andlises realizadas no periodo do inverno.
Entretanto, para as coletas realizadas no verdo, o maior valor observado para a varidvel
NBM também, foi no tratamento 5 (T5), apresentando valor de 14,51 mg kg'1 solo
seco, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos onde também foi empregado o
plantio direto ndo escarificado (Tabela 3). O plantio direto escarificado ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos em ambos os periodos de coleta.
Os menores valores foram observados para os tratamentos 1 e 2 (T1 e T2), sendo 12,40
e 11,10 mg kg solo seco, respectivamente (Tabela 3). Os dados do presente estudo
corroboram com Silveira et al. (2006) e Lourente et al. (2010) que observaram um

incremento da biomassa microbiana do solo em periodos chuvosos (Figura 1).
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Figura 1: Precipitag@o pluviométrica e temperatura média mensal durante os anos de 2015 e 2016 para o

municipio de Julio de Castilhos, RS. (Fonte: IRGA — Instituto Rio Grandense do Arroz).

Sendo assim, os altos niveis de biomassa microbiana encontrados podem ser

atribuidos a disponibilidade de nutrientes, carbono organico e residuos de plantas no
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solo, além de maiores teores de umidade do solo e temperatura, que influenciam

positivamente o crescimento e desenvolvimento de microrganismos no solo

(LOURENTE et al., 2010).

4.3.2 Atividade enzimética do solo
4.3.2.1 Urease

Na tabela 4 estdo apresentados os valores da atividade das enzimas urease,
fosfatase acida e FDA no solo, sendo possivel observar diferenca estatistica somente
para as enzimas fosfatase dcida e FDA.

A atividade da enzima urease ndo apresentou diferenca estatistica significativa
entre os tratamentos avaliados. Entretanto, é importante ressaltar que nos tratamentos
sob plantio direto ndo escarificado foram observados os maiores valores de atividade
enzimatica, em ambos os periodos de coleta independente da sucessdo ou rotacdo de

cultura empregada(Tabela 4).

Tabela 4: Atividade enzimdtica do solo entre os sistemas de cultivo plantio direto

escarificado e ndo escarificado em duas épocas de amostragem.

Sucessao Rotacio I Rotacio I1

Verdo Inverno Verdo Inverno Verdo Inverno

UREASE (pg de N-NH,* h”! g7 solo seco)

PD nio escarificado 58,26Aa 48,09A0 64,78Aa 43,63A0 61,24Aa 49,13A0
PD escarificado 51,20Aa 42,14A0 63,89Aa 37,30Aa 53,02Aa 43,52 Ao

FOSFATASE ACIDA (pg de p-nitrofenol h™ g 'solo seco)

PD nio escarificado 431,42Ab  319,07AB 791,20Aa 444,04A0.  795,73Aa  526,45Aa
PD escarificado 439,.24Ab  217,26AB 768,11Aa 417,38A0.  941,03Aa 487,75Aa

FDA (pg de F h'' g solo seco)

PD néo escarificado 62,93Aa 35,06Ap 57,80Aa 38,96Bp 69,56Aa 46,46A0
PD escarificado 60,03Aa 27,13Ap8 63,50Aa 48,56A0 69,46Aa 44,30A0

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna, mindscula na linha (verdo) e letras gregas na
linha (inverno), ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%. PD: Plantio direto; FDA:
Hidrélise doDiacetato de Fluoresceina; Sucessdo: Soja-trigo; Rotag@o I: Soja-nabo + trigo/soja-aveia +

ervilhaca/soja; Rotacdo II: Soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja.
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Ao avaliar os tratos culturais utilizados, pode-se observar que os sistemas nao
promoveram alteracdes evidentes na atividade da enzima urease nas diferentes épocas
amostradas. Estes resultados assemelham-se aos que foram obtidos por Conti et al.
(1998), no qual a atividade da urease nao diferiu entre as rota¢des utilizadas, na regido
do Pampa da Argentina. Os resultados obtidos neste trabalho com rela¢do a atividade
enzimatica estdo de acordo com outros estudos realizados, os quais demonstram que ao
comparar os sistemas de plantio direto e preparo convencional, a atividade da enzima
urease também esteve superior no sistema plantio direto nao escarificado(LANNA et
al., 2010; LISBOA et al., 2012a).

No Rio Grande do Sul, Silveira (2007), observou que aqueles sistemas sob
plantio direto nao escarificado apresentaram maiores valores de atividade da enzima
urease quando comparados ao plantio direto escarificado. Seguindo a mesma tendéncia,
uma maior atividade de urease em sistemas de plantio direto também pode ser
observada por Roldanet al. (2005). Estes autores obtiveram valores de atividade
enzimatica duas vezes maior nas dreas de plantio direto ndo escarificado em relagdo as

areas de preparo convencional do solo.

4.3.2.2 Fosfatase dcida

Houve uma grande variacao entre as épocas de coleta com relacao a atividade da
fosfatase dcida (cerca de 118,2% para o verdo e 142,5% para o periodo do inverno),
sendo as amostras coletadas no periodo do verdo as que apresentaram maior atividade.
Nao foi possivel observar variacdo na atividade da enzima para o tipo de manejo de solo
utilizado, entretanto com relagdo as comparacdes entre os sistemas de culturas foi
observada diferenca somente na sucessdo (soja-trigo) quando comparada com as

rotacdes I e I, o que indica que houve influéncia das culturas utilizadas (Tabela 4).
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Na coleta realizada no periodo do verdo, os valores para a atividade da fosfatase
4cida variaram de 431,42 pg de p-nitrofenol h™' g 'solo seco, em édrea de plantio direto
ndo escarificado, a 941,03 ug de p-nitrofenol h™ g 'solo seco, para o plantio direto
escarificado.

Nas amostras coletadas no inverno, observou-se uma variagdo menor na
atividade enzimdtica, os valores variaram de 217,26 a 526,45 pg de p-nitrofenol h'' g
'solo seco. A maior atividade desta enzima foi observada no tratamento 5 (T5), sob
sistema de plantio direto ndo escarificado, e a menor atividade no tratamento 2 (T2), em
solo escarificado. Estes valores estdo dentro de uma faixa normalmente encontrada em
diversos estudosemsistemas de cultivo, variando de 23 a 2100 pg de p-nitrofenol h™' g°
'solo seco, tendo média de aproximadamente 617 mg de p-nitrofenol kg™ solo h™', para
andlises realizadas em solo com umidade de campo (CONTE et al., 2002; MENDES et
al., 2003; MANKOLO et al., 2012).

A maior atividade da fosfatase 4cida em sistemas de plantio direto sem
escarificagdo também foi observada por Lisboa et al. (2012a), onde a atividade da
fosfatase dcida foi significativamente superior em d&reas sob plantio direto sem
escarificagdo que em solo escarificado, com valores variando de 302,6 a 61,5 ug de p-
nitrofenol h™' g 'solo seco, respectivamente. Esse resultado é similar ao obtido por
Roldénet al. (2007), em que a maior atividade da enzima esté relacionada as atividades
dos fungos micorrizicosarbusculares. No presente trabalho, também podem ser
observados valores superiores para a atividade da fosfatase dcida nos tratamentos 2 e 6
(T2 e T6) , ambos sob solo escarificado, coletados no periodo do verdo. Estes resultados
podem ser explicados devido ao fato de que a atividade microbiana tende a diminuir em
periodos com temperaturas mais amenas, € aumentar quando as temperaturas sao mais

elevadas (SILVEIRA, 2007).
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4.3.2.3 Hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA)

Semelhante ao observado na atividade das outras enzimas analisadas, a hidrélise
de FDA apresentou atividade enzimdtica superior na coleta realizada no verdo em
comparacao a realizada no inverno. Além disso, os resultados obtidos foram superiores
para todos os tratamentos sob plantio direto ndo escarificado, quando comparado ao
solo escarificado, porém essa diferenca nao foi significativa (Tabela 4). Estes resultados
corroboram com os encontrados por Correa et al. (2009), onde também obtiveram
valores para a hidrdlise de FDA superiores em solo com compactacdo natural apos
cultivo com milho. Ainda segundo Silva et al. (2004), a atividade microbioldgica esta
diretamente relacionada com o acimulo de matéria organica na superficie do solo, o que
pode ser obtido através de praticas conservacionistas como o plantio direto.

Os valores da hidrélise de FDA variaram de 57,80 a 69,56 ug de fluoresceina h'!
g'1 solo seco, na amostragem realizada no verdo, e de 27,13 a 48,56 ng de fluoresceina
h™' g solo seco, na amostragem realizada no inverno. A menor atividade no periodo do
verdo foi observada no tratamento 4 (T4), que corresponde ao sistema de rotacdo I
associado ao plantio direto escarificado e a maior atividade no tratamento 5 (T5),
sistema de rotacdo II em solo sob plantio direto sem escarificagao.

De acordo com José et al. (2013), a atividade microbiana é influenciada pelos
sistemas de manejo, o que demonstra uma reducdo dos valores quando em condicdes de
manejo convencional, o que pode ser causado pelo fato de nao haver adi¢ao de material
organico como fonte de nutrientes para os microrganismos. Além disso, o tipo de
manejo e o tipo de cultura podem resultar em alteracdes na composicao fisica, quimica e
na microbiota do solo (MATSUOKA; MENDES; LOUREIRO, 2002). Essas alteracoes
nas propriedades fisico-quimicas interferem nas fung¢des do solo, pois podem, por
exemplo, afetar a disponibilidade de nutrientes e/ou interferir na atividade enzimatica

(MAIA et al., 2010).
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Para as coletas realizadas no periodo do inverno, pode-se observar diferenca
estatistica significativa para o manejo de solo utilizado. A rotacao I quando associada ao
plantio direto escarificado, apresentou resultado cerca de 24,64% maior em comparacao
com o plantio direto ndo escarificado na mesma rotacdo. Além disso, houve diferenca
significativa para as culturas utilizadas em solo sob plantio direto ndo escarificado.
Nota-se que a rotacao II proporcionou um incremento de 19,25% na hidrélise de FDA,
quando comparada com a rotacdo I, demonstrando que os sistemas de cultivo tém

grande influéncia na atividade enzimaética dos solos agricolas (ZATORRE et al., 2011).

4.3.3 Atividade microbiana do solo
4.3.3.1 Taxa de respiracdo basal

Os valores obtidos para a taxa de respiracdo basal (C-CO;) ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos nos dois periodos de amostragem.
Contudo, os maiores valores de C-CO, foram observados no periodo do verdo, nos
tratamentos submetidos ao plantio direto escarificado(T2, T4 e T6)sendo,196,82, 247,79
e 260,16mg C-CO, kg 'solo seco, respectivamente. J4 para as amostragens realizadas no
periodo doinverno, os maiores valores obtidos foram nos tratamentos com solo sob
plantio direto sem escarificagdo (T1, T3 e T5), com valores de 350,86, 348,38 e

319,81mg C-CO, kg'lsolo seco, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5: Respiracdo basal (C-CO,) dos microrganismos entre sistemas de cultivo

plantio direto escarificado e ndo escarificado em duas épocas de amostragem.

Sucessao Rotacao I Rotacao II

Verdo Inverno Verao Inverno Verao Inverno

C-CO, (mg C-CO, kg'lsolo seco)

PD nio escarificado 170,74Aa  350,86Ac  238,76Aa 348,38Aa 256,09Aa 319,81Aa
PD escarificado 196,82Aa 310,44A0  247,79Aa 332,68Aa 260,16Aa  319,79Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna, mindscula na linha (verdo) e letras gregas na

linha (inverno), nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%. PD: Plantio direto; C-CO,:
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respiracdo basal; Sucessdo: Soja-trigo; Rotacdo I: Soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja; Rotagdo

II: Soja-aveia + ervilhaca + nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja.

Dentre os atributos bioldgicos sensiveis as alteracdes nos sistemas de manejo do
solo e culturas, a biomassa microbiana, recebe um papel de destaque, representando a
parte viva da matéria organica, respondendo intensamente as flutuagdes de umidade,
temperatura, manejo e qualidade dos residuos, podendo ser uma potencial fonte de C-
CO; a atmosfera (SINGH e SIDHU, 2014). Um dos principais fatores que determina se
o solo pode atuar como fonte ou dreno de C-CO, € a escolha do sistema de manejo.
Sistemas de manejo que aumentem a adi¢do de residuos vegetais e a retencdo de
carbono no solo se constituem em alternativas importantes, para aumentar a capacidade
de dreno do C-CO, atmosférico e mitigacao dos problemas relacionados ao aquecimento
global (AMADO et al.,2001; BAYER et al., 2000).

Os residuos vegetais que sdo mantidos em superficie (sistema plantio direto)
resultam em menores taxas de decomposicdo quando comparados aos residuos que sdo
incorporados ao solo (preparo convencional), onde a decomposi¢do € promovida devido
as alteragdes nas condicdes microclimaticas do solo, principalmente relacionadas ao
contato (PARTON et al., 1996). Além disso, os sistemas em que os residuos sdo
mantidos em superficie apresentam, ainda, vantagens relacionadas a melhoria na
qualidade do solo, como a lenta e gradual adicdo de carbono no sistema, menor
amplitude térmica, manuten¢do da umidade, favorecendo no actimulo de matéria
organica do solo (BAYER e MIELNICZUK, 2008).

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar que houve maiores emissoes
de C-CO,em solo sob plantiodireto escarificado no periodo do verdo. Isto pode ser
explicado, devido ao fato de que na escarificacdo, o contato solo/residuo é aumentado
devido ao revolvimento do solo (LUPWAYI et al., 2004; GIACOMINI et al., 2007). O

revolvimento do solo, prética utilizada no sistema convencional de plantio, promove o
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rompimento dos agregados, fazendo com que ocorra a liberagdo do CO, preso nos
espacos porosos (REICOSKY, 1997). Além disso, a combinacdo de temperaturas
elevadas no periodo do verdo somadas a ndo cobertura do solo, podem também
influenciar a atividade microbiana, ocasionando uma maior difusividade de C-CO, para
a atmosfera, e aumento da amplitude térmica. Esses fatores, observados em conjunto,
influenciam amicrobiota a degradar a matéria organica do solo, aumentando o fluxo de
C-CO, desse sistema (LISBOA et al., 2012b).

Ja os menores valores de C-CO,observados no plantio direto ndo escarificado,
estdo estreitamente relacionados a lenta e gradual ciclagem dos residuos culturais,
promovidas pelo ndo revolvimento do solo, liberando compostos organicos que
estimulam a formacdo e a estabilidade de agregados(ELLIOT, 1986; REICOSKY et al.,
1995; ASSIS e LANCAS, 2010).Como consequéncia, a MOS fica menos exposta aos
processos microbianos, reduzindo a taxa de mineraliza¢do e resultando em um menor
fluxo de CO, para a atmosfera refletindo em uma biomassa microbiana mais eficiente,
ou seja, com menor perda de C pela respiracdo e com uma fracdo significativa de C
sendo incorporada ao tecido microbiano (COSTA; SILVA; RIBEIRO, 2013). Este fato
pode ser evidenciado nos resultados da biomassa microbiana do solo (tabela 3), em que
os valores mais elevados de C foram obtidos nos tratamentos sob plantio direto nao
escarificado em ambos os periodos de coleta, o que demonstra maior perda de C em
solo sob escarificagao.

Quanto ao efeito da qualidade de residuos, devido as diferentes rotagdes de
culturas utilizadas no experimento, pode-se observar que a relacdo C/N destes parece ter
influenciado na atividade microbiana do solo, bem como nas emissdes de C-CO, a
atmosfera. Os residuos culturais sdo compostos basicamente dos mesmos componentes,
porém em diferentes propor¢des (HADAS et al., 2004). De acordo com as propor¢des

de componentes quimicos encontrados os residuos sdo classificados em residuos de alta
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qualidade e residuos de baixa qualidade. Residuos com alta quantidade de lignina e
polifendis tendem apresentar grande resisténcia a decomposicdo ao longo do tempo
quando comparados com residuos com altas quantidades de fracdo solivel (TIAN et al.,
1993).
Neste contexto, os maiores valores observados de respiracao basal nas rotagdes
I, IT e na sucessdo soja-trigo, no periodo de inverno, sdo explicadas pela tendéncia de
maiores emissdes de C-CO, do solo sob sucessdo de leguminosas, como a soja, as quais
apresentam uma alta qualidade de residuo, resultando em altas taxas de decomposicao,
devido a facilidade de degradacdo pelos microrganismos. Ja no periodo de verdo foi
observado sempre um decréscimo nos valores de C-CO,, nas trés rotagdes de culturas
utilizadas, que pode ser explicado pela menor qualidade dos residuos encontrados no
solo nesse periodo, visto que os cultivos antecedentes eram compostos de residuos de
alta relacdo C/N, como os residuos de gramineas ou consorcios. Dessa forma, pode-se
observar uma menor decomposicdo desses residuos, devido a sua maior recalcitrancia

quimica.

4.3.4 Diversidade genética

Através da técnica de RAPD foi possivelverificar a variabilidade genética entre
os tratamentos adotados no presente estudo. Dos 11 primers de RAPD testados, trés
foram selecionados (PS2, PS4 e PS5) por serem mais informativos e produzirem bandas
mais nitidas. Foram obtidas 56 bandas, sendo seis polimérficas e S0 monomorficas nos
diferentes tratamentos.

Os marcadores utilizados ndo apresentaram diferenca entre os periodos de
coleta, proporcionando amplificagdo com os mesmos primers e apresentando o mesmo
padrao de bandas ja obtido. Neste sentido, os resultados foram apresentados apenas uma

vez (Figura 2).
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Figura 2:Relagdo genética entre os tratamentos utilizados determinada através da Andlise dos
Componentes Principais (PCA), para o periodo do verdo (fevereiro/2016) e inverno (setembro/2016).
Onde PS2, PS4 e PS5= Primerse T1: Sucessdo soja-trigo + compactacao natural; T2: Sucessdo soja-trigo
+ escarificacdo; T3: Rotagdo soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja + compactacdo natural; T4:
Rotacdo soja-nabo + trigo/soja-aveia + ervilhaca/soja + escarificacdo; T5: Rotacdo soja-aveia + ervilhaca
+ nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja + compactagdo natural e T6: Rotagdo soja-aveia + ervilhaca +

nabo/milho-crotaldriajuncea-trigo/soja + escarificacdo.

Os resultados obtidos através da andlise dos componentes principais (PCA)
indicam variabilidade genética presente entre os tratamentos (Figura 2), o que separou-
os em 4 grupos. Os tratamentos 2, 5 e 6 (T2, TS e T6) ndo apresentaram variabilidade
genética entre eles, sendo, portanto, agrupados como semelhantes. Os demais
tratamentos ndo apresentaram similaridade, podendo ser observada divergéncia genética
entre eles.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Gao et al. (2010), que
afirmam que as técnicas em conjunto tornam-se importantes métodos para a andlise da
diversidade microbiana. Isto pode ser observado nas outras andlises realizadas no
presente estudo, como a BMSe atividade enzimatica. Nota-se que sempre os menores
valores foram observados nos tratamentos submetidos a tratos culturais mais simples

(Sucessao soja-trigo), que € o caso do tratamentol (T1). Com o resultado da andlise de
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RAPD, pode-se verificar que este tratamento nao possui amplificacio com nenhum dos
primers e também foi o tratamento que apresentou menor valor para a atividade da
enzima fosfatasedcida (431,42 pg de p-nitrofenol h™' g 'solo seco) o que leva a concluir
que este tratamento possui menor diversidade microbiana, ou até mesmo, menor nimero
de microrganismos, quando comparado com os demais tratamentos.

De acordo com Silva et al. (2015), a técnica de RAPD também demonstrou ser
satisfatoria para a andlise de variabilidade e similaridade entre os isolados, revelando
um perfil genético bem diversificado. Além disso, foi possivel gerar um perfil de
marcadores genéticos que podem ser utilizados para monitorar a presenca de
microrganismos em ambientes contaminados. O mesmo pode ser observado em outros
trabalhos que utilizaram a técnica de RAPD para a andlise da variabilidade genética
(SILVA et al., 2010; PIRES et al., 2015).

Gao et al. (2010), ao empregar os mesmos primers (PS1, PS2, PS3, PS4 e PS5)
utilizados neste estudo para avaliar a estrutura da comunidade microbiana em amostras
de solo, concluiram que a técnica de RAPD e outros bioindicadores utilizados para
avaliar a comunidade microbiana como a taxa de respiracdo basal e atividade
enzimatica, em conjunto, tornam-se importantes métodos para a avaliacdo da qualidade
do solo.

Além disso, outros primers podem ser utilizados para andlise tanto da
diversidade quanto da similaridade microbiana do solo, o que pode ser observado em
outros trabalhos realizados empregando a técnica de RAPD (DHIEF et al., 2011;
MARTINS et al., 2014; PARVIN et al., 2016). Do mesmo modo, além da técnica de
RAPD, outros métodos podem ser utilizados para a andlise da diversidade genética em
amostras de solo, como a técnica de DGGE, ARDRA, T-RFLP, RISA, e SSCP, as quais

permitem obter um perfil da comunidade microbiana (BRESOLIN et al., 2010).
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Diante dos resultados obtidos, o uso da diversidade microbiana como indicador

de qualidade do solo vem avancando muito. Isso porque tem se tornado consenso que a
diversidade microbiana possui importantes vantagens como indicador de qualidade do

solo, além da importancia como nicho ambiental para outros organismos do solo

(ABURIJAILE et al., 2011).

44  CONCLUSOES

O sistema plantio direto ndo escarificado proporcionou um incremento no
conteddo de carbono e nitrogénio da biomassa microbiana, na ordem sucessao < rotagao
I < Rotacao II.

Todas as enzimas avaliadas (urease, fosfatase acida e FDA) apresentaram
incremento na atividade enzimadtica no periodo do verdo, o que demonstra que essas
enzimas possuem suas atividades influenciadas pela temperatura.

A taxa de respiragdo basal do solo foi um bom indicador para demonstrar as
alteracdes na atividade da microbiota nos diferentes sistemas de manejo avaliados.

A técnica de RAPD mostrou-se eficiente na deteccdo da variabilidade genética
entre os tratamentos e gerou um perfil de marcadores genéticos que podem ser
utilizados em posteriores trabalhos para avaliar a diversidade genética em solos
agricolas.

O plantio direto ndo escarificado associado a rotacao de culturas contribui para
um aumento nos valores de biomassa microbiana, atividade enzimadtica e estoque de C
no solo. Estes bioindicadores associados coma a técnica de RAPD tornam-se
importantes ferramentas para o monitoramento e avaliacdo da qualidade, atividade e

diversidade biolégica do solo no Sul do Brasil.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O sistema plantio direto ndo escarificado em ambos os periodos de coleta (verao
e inverno), independente da rotagdo de cultura empregada favorece o contetido de
carbono e nitrogénio da biomassa microbiana. Sendo que, quanto mais complexa a
rotacdo de cultura adotada, maior o valor de carbono da biomassa microbiana obtido.

O solo manejado em sistema sob plantio direto proporciona maior atividade da
enzima urease em ambos os periodos de coletas. Todas as enzimas avaliadas (urease,
fosfatase 4cida e FDA) apresentam incremento na atividade enzimética no periodo do
verdo, o que demonstra que essas enzimas possuem suas atividades influenciadas pela
temperatura.

A taxa de respiragdo basal do solo foi indicador adequado para demonstrar as
alteracdes na atividade da microbiota nos diferentes sistemas de manejo avaliados.
Sendo possivel observar aumento nos estoques de carbono em solos sob plantio direto
quando comparado ao plantio convencional (maiores emissoes).

A técnica de RAPD mostrou-se eficiente na deteccdo da variabilidade genética
entre os tratamentos e gerou um perfil de marcadores genéticos que podem ser
utilizados em posteriores trabalhos para avaliar a diversidade genética em solos
agricolas.

O plantio direto ndo escarificado associado a rotagao de culturas e manutencao
do solo constantemente coberto contribui para um aumento nos valores de biomassa
microbiana, atividade enzimdtica e estoque de C no solo. Estes bioindicadores
associados coma a técnica de RAPD tornam-se importantes ferramentas para o

monitoramento e avaliacdo da qualidade, atividade e diversidade biolégica do solo.



